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I. GLOSARIO DE ABREVIATURAS 
 
A 
ACF: focos de criptas aberrantes (del inglés aberrant crypt foci) 
ADNtc: ADN tumoral circulante 
AINE: antiinflamatorio no esteroideo  
AJCC: American Joint Committee on Cancer 
APC: Adenomatous Polyposis Coli 
AMP: Association for Molecular Pathology 
ARNm: ARN mensajero 
miARN: micro ARN 
ASCO: American Association of Clinical Oncology 
ASCP: American Association for Clinical Pathology 
 
C 
CAP: College of American Pathologists 
CC: citogenética convencional 
CCR: cáncer colorrectal 
CCHNP: cáncer colorrectal hereditario no asociado a p liposis 
CEA: antígeno carcinoembrionario (del inglés carcinoembryonic antigen) 
CGH: hibridación genómica comparada (del inglés comparative genomic 
hybridization) 
CIN: inestabilidad cromosómica (del inglés cromosomal instability) 
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CIMP: fenotipo metilador de islas CpG (del inglés CpG island methylator 
phenotype) 
CIMP-H: CIMP de alta frecuencia (del inglés CIMP-hig ) 
CIMP-L: CIMP de baja frecuencia (del inglés CIMP-low) 
COX: ciclooxigenasa 
CTCs: células tumorales circulantes 
 
D 




EGF: factor de crecimiento epidérmico (del inglés epid rmal growth factor) 
EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico (del inglés epidermal 
growth factor receptor) 
EII: enfermedad inflamatoria intestinal 
EMT: transición epitelio-mesénquima 
ESMO: European Society for Medical Oncology 
 
F 
FAP: poliposis adenomatosa familiar (del inglés famili l adenomatous polyposis) 
FISH: hibridación in situ fluorescente 










LOH: pérdida de heterocigosidad (del inglés loss of heterozygosity) 
M 
M: metástasis (del sistema de estadificación tumoral TNM) 
MMR: sistema de reparación del ADN (del inglés  mismatch repair) 
MSI: inestabilidad de microsatélites (del inglés microsatellite instability)  
MSI-H: altos niveles de inestabilidad de microstatélites (del inglés MSI-high) 
MSI-L: bajos niveles de inestabilidad de microstatélites (del inglés MSI-low) 
MSS: estabilidad de microsatélites (del inglés microsatellite stability)  
N 
N: afectación de ganglios linfáticos (del sistema de estadificación tumoral TNM) 
NCCN: National Comprehensive Cancer Network 
O 
OMS: Organización Mundial de la Salud 
P 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa (del inglés polymerase chain reaction) 
R 




SG: supervivencia global 
SLE: supervivencia libre de enfermedad 
SNP: polimorfismo de nucleótido único (del inglés single nucleotide 
polymorphism) 
SNS: Sistema Nacional de Salud 
SP: sangre periférica 
SOH: sangre oculta en heces 
 
T 
T: tumor (del sistema de estadificación tumoral TNM) 
TNM: sistema de estadificación tumoral (del inglés Tumor – Node – Metastasis) 
TC: tomografía computarizada 
 
V 
VEFG: factor de crecimiento del endotelio vascular (del inglés vascular 
endothelial growth factor) 
 
W 





1. CÁNCER COLORRECTAL: ASPECTOS CLÍNICOS 
El cáncer colorrectal (CCR) es un tumor epitelial maligno e invasivo que se 
origina a partir de las células glandulares de la mucosa colónica o rectal del tracto 
gastrointestinal. Este tumor constituye, el tercero en incidencia a nivel mundial para ambos 
sexos, detrás del cáncer de pulmón y próstata en varo es, y del cáncer de mama y pulmón 
en mujeres1, siendo su incidencia de 39,7 casos por cada 100.00  habitantes y año2. El 
CCR representa la segunda causa de muerte por cáncer en ambos sexos (Figura 1 y Figura 
2)1,3. Estos datos reflejan la importancia creciente que tiene esta neoplasia. 
 
Figura 1. Incidencia y mortalidad del CCR estimada en el año 2018. A: incidencia de CCR 






Figura 2. Incidencia y mortalidad del CCR estimada en el año 2018. A: incidencia de CCR 




Además, la incidencia del CCR aumenta con la edad, siendo rara su presentación 
antes de los 40 años, salvo en pacientes con determinados factores de riesgo. Más de la 
mitad de los pacientes (60%) la enfermedad se diagnostica a partir de los 55 años con una 
media de edad de 65 años (rango: 55-74 años)4. La mayoría de tumores colorrectales se 
localizan en el colon proximal (41%), seguidos por el ecto (28%), aunque la proporción 
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de tumores proximales es mayor en mujeres y también aumenta con la edad4. Según la 
Sociedad Americana de Oncología Clínica, en el año 2017, se diagnosticaron 140,250 
casos en los Estados Unidos, 97,220 casos nuevos de cánc r de colon (49,690 hombres y 
47,530 mujeres) y 43,030 casos nuevos de cáncer del recto5.En relación al tipo histológico, 
más del 90% de los casos se corresponde con adenocarci mas6.  
La principal complicación del CCR es la aparición de metástasis a distancia, que 
desencadena la progresión con frecuencia incontrolable de la enfermedad. De hecho, 
alrededor del 25-30% de los pacientes se presentan de i icio como tumores metastásicos 
sincrónicos (estadio IV) y el resto, principalmente los diagnosticados en estadios II o III, 
entre el 20-50% van a progresar a estadios más avanz dos y desarrollarán metástasis 
generalmente en los dos primeros años tras diagnóstico de la enfermedad (metástasis 
metacrónicas), por lo que el seguimiento de estos pacientes resulta ser un punto crucial en 
el abordaje terapéutico7,8. El hígado es el órgano más frecuentemente colonizado por las 
células tumorales (50% de los casos)7,8, seguido del pulmón (alrededor del 10%)9,10. En 
términos generales, la supervivencia global (SG) a 5 años es de aproximadamente el 50%, 




1.1. ETIOLOGÍA DEL CCR 
La etiología del CCR es multifactorial, y se sabe qu los factores de riesgo para el 
desarrollo de CCR esporádico pueden ser tanto constitucionales como ambientales. 
Factores genéticos y médicos que aumentan el riesgo incluyen la historia familiar o el 
antecedente personal de CCR y/o pólipos, la presencia de enfermedad inflamatoria 
intestinal (EII) y factores hereditarios (por ejemplo el síndrome de Lynch o CCR no 
asociado a poliposis y la poliposis adenomatosa familiar). Algunos estudios han 
determinado que los individuos con diabetes tipo 2 tienen mayor riesgo de CCR. La edad 
es el factor de riesgo más relevante, ya que se presenta en individuos de mediana edad y 
edades avanzadas, aumentando la incidencia con la edad, diagnosticándose el 91% de 
casos en pacientes mayores de 50 años12.  
También son factores de riesgo, importantes y modificables, la dieta 
hipercalórica, pobre en fibra y rica en grasas animles, carnes rojas y procesadas, el 
tabaquismo y el alcohol, el estilo de vida sedentario, y la obesidad. El hecho de que los 
hábitos alimenticios y el estilo de vida influyan ela etiología del CCR, plantean la 
posibilidad de proponer estrategias a nivel de la sa ud pública para la modificación de 
hábitos, con el fin de disminuir la incidencia de esta enfermedad. En este sentido, la 
alimentación ha sido uno de los factores más estudiados13 y recientemente la Organización 
Mundial de la Salud (OMS) ha clasificado la carne roja como probable carcinógeno 
(carcinógeno de grupo 2A) y la carne procesada como carcinógeno (carcinógeno grupo 
1)14. Se han planteado como posibles mecanismos en la génesis tumoral la producción de 
aminas heterocíclicas durante el cocinado de la carne, la estimulación de niveles altos de 
ácidos biliares, la producción de especies reactivas de oxígeno y la elevación de niveles de 
insulina.  
El consumo de tabaco y alcohol también se han visto asociado al CCR15,16,17, 
aunque el riesgo relativo del consumo de tabaco es m nor que para otros tumores18. 
También se ha visto un mayor riesgo de CCR asociado al estilo de vida sedentario19, 
además se han realizado numerosos estudios para tratar de establecer la relación de la 
obesidad con el CCR. De este modo, se ha visto que la insulina y los factores de 
crecimiento tipo insulina promueven la progresión y el crecimiento de los adenomas. La 
obesidad y la inactividad física producen resistencia a la insulina e hiperinsulinemia, 
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incluso dietas ricas en carbohidratos refinados hacen que la glucosa se absorba de manera 
rápida produciendo hiperinsulinemias postprandiales20.   
Por otra parte, las EII crónicas, como la colitis ulcerosa y la enfermedad de 
Crohn, son factores etiológicos importantes en el desarrollo de CCR. La colitis ulcerosa es 
un trastorno crónico de etiología desconocida que afecta a niños y adultos, con un pico de 
incidencia en la tercera década temprana. Se puede considerar un trastorno premaligno ya 
que numerosos estudios han confirmado el CCR como una complicación de la colitis 
ulcerosa. Las tasas de prevalencia oscilan entre el 3 y el 5% de todos los pacientes con la 
enfermedad. El riesgo aumenta con la duración de la nfermedad y es más alto en 
pacientes con manifestación temprana, ya que se ha visto que la tasa de cáncer es de un 
20% por década después de los primeros diez años de colitis ulcerosa. El riesgo también es 
mayor en las personas con colitis ulcerosa extensa, e  decir, aquellas en las que la 
enfermedad se extiende de manera proximal al colon tra sverso, con un riesgo de 
desarrollar CCR aproximadamente del 15% cuando hay afectación de más de la mitad del 
colon, frente un riesgo aproximando del 5% en afectciones sólo del lado izquierdo21. Sin 
embargo, la proctitis ulcerosa no se ha visto asocida con un mayor riesgo de carcinoma. 
De este modo, el riesgo es mayor en las personas con pancolitis de diez o más años de 
duración, superando en 20 a 30 veces el riesgo respecto la población de control. En  cuanto 
a la actividad de la enfermedad los datos sugieren que las personas con actividad 
intermitente tienen riesgos de cáncer similares a los de las personas con enfermedad 
crónica continua22. Los pacientes con enfermedad de Crohn pueden desarrollar carcinomas 
tanto en el intestino delgado como en el intestino grueso. Al igual que en la colitis 
ulcerosa, la larga evolución y la aparición temprana de la enfermedad son factores de 
riesgo para el desarrollo de carcinomas23. 
Otro factor etiológico del CCR infrecuente pero conocido, es la radiación pélvica 
terapéutica empleada, entre otros, en el tratamiento de neoplasias ginecológicas24. 
Además, se ha observado una asociación inversa con el consumo de vegetales, 
fibra y folatos, el uso prolongado de fármacos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), el 
tratamiento con estrógenos, la actividad física25. El consumo de fibra se ha asociado a un 
menor riesgo de CCR, aunque no se ha visto una relación significativa en análisis 
multivariantes que consideran otros factores relacionados con la alimentación26.  El efecto 
protector del consumo de fibra puede explicarse por la presencia de anticarcinógenos 
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vegetales como el folato, la inducción de enzimas de desintoxicación, la unión a 
carcinógenos luminales, la producción de ácidos grasos volátiles protectores por la 
fermentación de la fibra o la reducción del tiempo de contacto de los carcinógenos con el 
epitelio intestinal por el aumento de la velocidad del tránsito27. Numerosos estudios han 
encontrado que un alto consumo de folatos se asocia c n una disminución del riesgo de 
CCR, proporcionando algunas de las evidencias más directas de las relaciones de factores 
de riesgo con la dieta28. Los AINEs pueden inhibir la tumorgénesis colorrectal y se 
encuentran entre los pocos agentes que se sabe que son quimiopreventivos. Ha sido 
demostrado que los AINEs tienen potentes propiedades antineoplásicas, pero el 
mecanismo de estos efectos sigue siendo desconocido. Los AINEs actúan mediante dos 
mecanismos, uno dependiente de la enzima ciclooxigenasa (COX) y otro independiente de 
COX. Los AINEs pueden inhibir el crecimiento neoplásico al inducir la apoptosis en las 
células cancerosas. La característica farmacológica más conocida de los AINEs es que 
inhiben COX, que cataliza la síntesis de prostaglandinas. Varios estudios han demostrado 
que la inhibición de COX previene la proliferación celular y promueve la apoptosis; se 
cree que los efectos quimiopreventivos de los AINEs se producen a través de esta vía. 
Otras observaciones indican que los AINEs también promueven la apoptosis a través de 
mecanismos que son independientes de la inhibición de COX ya que se han visto efectos 
quimiopreventivos y proapoptóticos en compuestos estructuralmente similares a los AINEs 




1.2. CLÍNICA DEL CCR 
La mayoría de pacientes con CCR en estadio temprano son asintomáticos, siendo 
diagnosticados como resultado de programas de cribado o por la realización de 
colonoscopias por otros motivos. Aunque la creciente aceptación del cribado de CCR ha 
llevado un aumento de casos diagnosticados antes de la aparición de manifestaciones 
clínicas, la mayoría de CCR (70 a 90% de los casos) se iguen diagnosticando después de 
la presentación de síntomas30, como sangrado rectal y dolor abdominal, entre otros (Tabla 
1). La presentación sintomática del CCR generalmente refleja una enfermedad 
relativamente avanzada, siendo los síntomas más frecuentes la hematoquecia, melenas y la 
anemia debidas al sangrado del tumor. La sintomatología varía según la localización del 
tumor, de este modo las lesiones en recto y sigma suelen presentar cambio en los hábitos 
intestinales, estreñimiento, distensión abdominal, hematoquecia, o tenesmo, mientras que 
en los tumores derechos es más frecuente una presentación inespecífica con síntomas 
sistémicos (fatiga, anemia, pérdida de peso), el cambio en los hábitos intestinales o 
diarrea31. Los síntomas obstructivos (distensión abdominal,  náuseas y vómitos) son más 
comunes en tumores que crecen estenosando la luz de intestino, produciendo la 
denominada descripción de "núcleo de manzana" que se observa en la imagen radiológica, 
típico de tumores localizados en el lado izquierdo del colon. El dolor abdominal puede 
ocurrir con tumores que surgen en cualquier localización, el dolor puede ser debido a una 
obstrucción parcial, una perforación intestinal queconduce a una peritonitis generalizada o 
una diseminación peritoneal. 
Tabla 1. Sintomatología del CCR según la localización anatómica (adaptado de Saidi HS et 
al. 32). 
  Colon derecho Colon izquierdo Recto 
Número de pacientes 54 59 140 
Hemoglobina media al diagnóstico 10.4 g/dL 11.6 g/dL 11.4g/dL 
   
Síntomas al diagnóstico    
Sangrado rectal 21% 44% 79% 
Tenesmo 12% 16% 31% 
Dolor abdominal 77% 84% 60% 
Obstrucción intestinal 15% 27% 44% 
Descarga de mucosidad 0% 7% 24% 




Los pacientes también pueden presentar signos o sínt mas de enfermedad 
metastásica. Aproximadamente el 25-30% de los pacientes presentan metástasis a distancia 
en el momento del diagnóstico del tumor primario. El CCR puede propagarse vía linfática, 
hematógena o de manera contigua al peritoneo. Los siti metastásicos más frecuentes son 
los ganglios linfáticos regionales. Debido a que el dr naje venoso del tracto intestinal es a 
través del sistema portal, el primer sitio de diseminación hematógena suele ser el hígado 
(50% de los casos), seguido por los pulmones (38%) y el hueso (10%)10. Los tumores que 
surgen en el recto distal pueden metastatizar inicialmente en los pulmones debido a que la 
vena rectal inferior drena en la vena cava inferior. La presencia de dolor en el cuadrante 
superior derecho del abdomen, la distensión abdominal, la sensación de saciedad 
temprana, la presencia de una adenopatía supraclavicular o de nódulos periumbilicales a 




1.3. DIAGNÓSTICO        
1.3.1. Cribado del CCR  
Dada la lenta evolución de las lesiones premalignas a carcinoma y la alta 
mortalidad del CCR, la posibilidad de diagnóstico temprano y de tratamiento curativo en 
estadios precoces, hacen que el cribado de este tumor sea de una gran rentabilidad, tanto 
para el paciente como para el Sistema Nacional de Salud (SNS)33,34. 
La aproximación diagnóstica más empleada en el rastreo poblacional de CCR se 
basa en la detección de sangre oculta en heces (SOH), como manifestación asociada a la 
presencia del tumor a nivel de la luz intestinal. L SOH se analiza mediante la detección de 
hemoglobina mediante el análisis de guayaco o empleando técnicas de inmunoquímica. La 
principal diferencia entre ambas aproximaciones radica en la sensibilidad que presenta 
cada una de ellas. Así, mientras que el análisis del guayaco se ha asociado a una gran 
variabilidad en su sensibilidad (13%-79%), las técnicas inmunoquímicas resultan más 
eficaces, al ser aparentemente más reproducibles y tienen una sensibilidad estable de 
alrededor del 79% (69%-86%)35. Cuando el resultado del análisis de SOH es positiv  es 
obligada la realización de una colonoscopia para determinar el lugar exacto y la causa del 
sangrado. Si la colonoscopia de seguimiento es normal, el médico puede recomendar 
observaciones adicionales con otra prueba de SOH, una evaluación de la parte superior del 
tracto gastrointestinal, una segunda colonoscopia o una combinación de estas pruebas.  El 
cribado del CCR mediante la detección de la SOH  hademostrado una reducción 
significativa de la mortalidad en varios estudios randomizados36. La colonoscopia además 
proporciona el beneficio adicional de la eliminación de pólipos, y está bien establecido que 
la polipectomía puede prevenir el desarrollo del CCR36,37. De todos los sistemas de cribado 
del CCR, la Comisión de la Unión Europea recomienda el estudio de SOH38.  
Se estima que el 90% de las muertes por CCR se podrían p evenir combinando  
estrategias dirigidas a mejorar la exploración, el manejo de pólipos y el diagnóstico 
temprano de la CCR; modificaciones en el estilo de vi a, incluyendo cambios dietéticos y 




PROGRAMA DE CRIBADO DEL CCR EN CASTILLA Y LEÓN39  
El "programa de detección precoz del CCR" en Castill  y León se puso en marcha 
a finales del año 2013. El objetivo es el de realizar determinaciones de SOH como técnica 
de cribado de CCR en pacientes sanos (hombres y mujeres). En el inicio el programa fue 
dirigido a pacientes de edades comprendidas entre los 65 y 69 años (una población que en 
la comunidad suponía unas 130.000 personas) y planteaba la extensión progresiva para 
alcanzar la totalidad de la población diana residente  la comunidad de 50 a 69 años. 
Mediante una carta personalizada y un folleto divulgativo, y a través de los propios centros 
de salud, sanidad invita a los pacientes susceptibls de participar en el programa de cribado 
poblacional a realizarse el test de SOH en su centro de salud. Si el resultado de la prueba 
es negativo, la prueba se repite a los dos años; mientras que si es positivo se deriva al 
paciente a atención especializada para la realización de una colonoscopia y posterior 
seguimiento. Además este programa también contempla la formación y sensibilización de 
los profesionales sanitarios participantes en él. 
 
1.3.2. Pruebas diagnósticas   
El CCR puede sospecharse ante la presencia de sintomatol gía asociada, o puede 
ser asintomático y detectarse mediante pruebas de cribado dirigidas a sujetos de riesgo. 
Una vez que existe la sospecha de CCR, debe plantearse l  realización de una 
colonoscopia, un enema de bario o una tomografía computarizada (TC). No obstante, los 
métodos diagnósticos del CCR constituyen un análisis multidisciplinar basado en los 
resultados obtenidos mediante diferentes técnicas no invasivas (pruebas diagnósticas de 
laboratorio y técnicas de imagen), y técnicas invasivas (colonoscopia) para obtener una 
muestra del tumor, ya que el análisis histopatológico de la muestra tumoral es fundamental 
para establecer el diagnóstico, pronóstico y tratamiento de la enfermedad. 
 
1.3.2.1. Pruebas de imagen 
La colonoscopia - constituye la prueba de imagen más habitual ante la presencia 
de un signo de sospecha de CCR, especialmente en adultos mayores de 50 años, y dentro 
de estos, en aquellos que presentan SOH y/o niveles séricos del antígeno 
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carcinoembrionario (CEA) incrementados.  La colonoscopia permite visualizar la 
superficie mucosa del intestino grueso (Figura 3), haciendo posible localizar y biopsiar 
lesiones de gran tamaño y eliminar pólipos. Con el fin de mejorar el diagnóstico de las 
lesiones planas se ha desarrollado la cromoendoscopia, que emplea colorantes para 
mejorar la visualización de las lesiones no sobreelevadas.  
Figura 3. Imágenes obtenidas mediante colonoscopia. A: pólipo (lesión sobreelevada y bien 
circunscrita). B: CCR (lesión de bordes mal definidos, y superficie que muestra 
irregularidades y zonas de ulceración). 
 
 
Mediante endoscopia se pueden eliminar las neoplasias colorrectales (adenomas y 
carcinomas con mínima invasión submucosa) empleando técnicas como la polipectomía y 
la mucosectomía. Cuando se eliminan por completo lesion s mediante endoscopia, el 
tatuaje es importante para la localización posterior ya que si se encuentra una neoplasia 
invasiva facilitará la posterior resección del segmnto de colon afectado.  
Pruebas radiológicas y de diagnóstico de imagen - la TC y la resonancia 
magnética (RM) son pruebas de imagen que actualmente s  emplean de forma habitual en 
las fases tempranas del diagnóstico del CCR, se utilizan para evaluar la profundidad de 
invasión, diseminación regional y metástasis a distancia. La RM rectal es el la técnica de 
referencia para evaluar la extensión local en el cáncer de recto, siendo la ecografía 
transrectal la alternativa para las lesiones tempranas. La gammagrafía y la tomografía por 






1.3.2.2. Pruebas de laboratorio 
Marcadores séricos - los niveles de CEA son uno de los marcadores tumorales 
más estudiados. Se ha demostrado que los pacientes diagnosticados de CCR con niveles de 
CEA preoperatorio (> 5 ng/mL) tienen peor pronóstico40. El CEA también tiene relevancia 
en el seguimiento de la enfermedad ya que niveles elevados de CEA que no se normalizan 
después de la cirugía del tumor implican enfermedad persistente, o un aumento de niveles 
puede indicar recurrencia de la enfermedad40. Cabe destacar, que el CEA no es un 
marcador específico  del CCR, también puede encontrarse alterado en otro tipo de tumores 
como cáncer de páncreas o en EII41, e incluso en individuos fumadores42. 
Biopsia líquida - la biopsia líquida de diferentes fluidos biológicos, está siendo 
considerada en la actualidad como una gran alternativa para el diagnóstico precoz y el 
seguimiento del CCR43. Se trata de una prueba no invasiva que se realiza en una muestra 
de sangre periférica (SP) con el fin de buscar células tumorales circulantes (CTCs), 
fragmentos de ADN, (ADNtc), proteínas o exosomas procedentes de las células tumorales 
que circulan por la SP44. 
La detección de CTCs se ha postulado como un parámetro clave para determinar 
la progresión del tumor así como para establecer la monitorización de los tratamientos. Sin 
embargo, en el CCR la cantidad de CTCs que se pueden identificar en SP (3 CTCs en 
7,5mL) es inferior a la establecida para otro tipo de tumores como el de mama (>5 CTC en 
7,5mL)45, ya que el hígado actúa como filtro donde se establecen las CTCs. Aún así, la 
detección CTCs en SP se ha visto relacionada con una menor supervivencia libre de 
enfermedad (SLE) y supervivencia global (SG)43,46. Una de las limitaciones que presenta la 
identificación de CTCs en el CCR es la falta de marcadores específicos. En la actualidad, 
se están desarrollando paneles que combinan marcadores involucrados en la transición 
epitelio mesénquima (VIM, TWIST1, AKT2 y SNAI1) junto con marcadores epiteliales 
típicos, EpCAM (CD326) y citoqueratinas, para aumentar la capacidad de identificación de 
estas células47. 
La identificación del ADNtc abre una nueva vía para el estudio y seguimiento de 
la carga tumoral, ya que puede considerarse un biomarcador. El ADNtc puede ser extraído 
de plasma o suero para la identificación de alteraciones genéticas asociadas al diagnóstico, 
tratamiento y recurrencia de la enfermedad48,49. Además, el análisis de ADNtc puede 
proporcionar información de anomalías en los  genes i volucrados en la patogénesis y 
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evolución de la enfermedad, tanto del tumor primario como de la metástasis a 
distancia48,50. Existen numerosos estudios basados en la detección de ADNtc de pacientes 
con CCR, centrados en la identificación del estado mutacional de los genes KRAS, NRAS y 
BRAF implicados en la elección del tratamiento, como veremos posteriormente43,51.  
A su vez, el estudio de los exosomas presentes en la SP permite analizar tanto 
miARN como proteínas43, obteniendo como resultado la identificación de diferentes 
perfiles de expresión, entre los que cabe destacar l  sobre-expresión de MiR-19a asociada 
a la recurrencia de la enfermedad52, otros patrones de expresión asociados al inicio del 
proceso de invasión tisular53.   
Estos resultados preliminares a pesar de ser prometedor s aún han de ser 
validados y superar diversas dificultades tecnológicas para poder ser incluidos en la 




1.4. DIAGNÓSTICO HISTOPATOLÓGICO 
1.4.1. Lesiones precursoras del CCR 
1.4.1.1. Focos de criptas aberrantes  
Los focos de criptas aberrantes (Aberrant crypt foci o ACF) son agregados de 
criptas anómalas presentes en el colon y recto, son frecuentes en relación con neoplasias o 
a poliposis adenomatosa familiar. Estas lesiones se pueden observar al teñir la mucosa con 
azul de metileno o examinando la mucosa con un endoscopio de aumento54.En el estudio 
microscópico estas lesiones se caracterizan por presentar criptas aumentadas de tamaño 
con epitelio engrosado y disminución de la producción de mucina. Se pueden dividir en 
dos grupos: ACFs con características de pólipos hiperplásicos, asociadas con mutaciones 
RAS, y ACFs con displasia (o micro-adenomas), asociadas con mutaciones a nivel del gen 
APC55. 
Estudios genéticos de estas lesiones han identificado alteraciones genéticas 
comunes a los estadios tempranos de la carcinogénesis colorrectal, lo que sugiere que los 
ACFs podrían ser lesiones precursoras de los adenomas. Sin embargo, hay pocos estudios 
sobre el significado clínico y el riesgo de progresión de estas lesiones56 a nivel 
intratumoral. La mayoría de los estudios están basados en el análisis de los perfiles de 
alteraciones genéticas asociadas a distintos diagnósticos histopatológicos (ej. pólipo 
adenomatoso, adenocarcinoma y adenocarcinoma metastásico), infiriendo estos autores 
que dichas lesiones constituyen diferentes etapas de desarrollo del tumor57,58. 
 
1.4.1.2. Adenomas 
Los adenomas son las lesiones precursoras del CCR57,59. Son frecuentes y casi 
siempre asintomáticas. Algunos pacientes presentan sangrado rectal manifiesto u oculto, y 
las lesiones de gran tamaño pueden llevar a anemia por deficiencia de hierro. La 
importancia clínica de los adenomas está relacionada con su naturaleza premaligna. La 
prevalencia de adenomas aumenta con la edad; en la quinta década de vida, 
aproximadamente el 12% de los individuos tienen adeomas, de los cuales una cuarta parte 
de ellos son considerados lesiones de alto riesgo60. La probabilidad de que los adenomas se 
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desarrollen en un individuo está influenciada por la historia familiar y por diferentes 
factores nutricionales61. 
Los adenomas se definen morfológicamente como proliferaciones displásicas 
clonales62 del epitelio del colon. De acuerdo a su aspecto macroscópico pueden clasificarse 
como elevados, ya sean sésiles (sin tallo) o pedicula os (con un tallo) y planos. Algunos 
estudios sugieren que los adenomas planos tienen una mayor incidencia de displasia y 
carcinoma de alto grado y por lo tanto pueden presentar un mayor riesgo de degeneración 
maligna63. Sin embargo otros estudios no apoyan esta hipótess resultando controvertido64. 
Microscópicamente los adenomas convencionales pueden clasificarse, en función 
del porcentaje de formación de estructuras tubulares o vellositarias, como tubulares (≤25% 
de formación de estructuras vellositarias), vellosos (>75% de formación de vellosidades), 
o tubulovellosos (cuando contienen entre el 25-75% de vellosidades) (Figura 4). Se ha 
demostrado que el grado de formación de vellosidades umenta con el tamaño creciente 
del adenoma. Aunque en varios estudios se ha observado una correlación entre la 
histología tubulovellosa o vellosa y posterior desarrollo de CCR65 no se ha demostrado que 
el tipo histológico sea un parámetro predictivo de neoplasia avanzada66. Sin embargo, 
desde el punto de vista del manejo clínico, las lesion  vellosas se siguen considerando 




Figura 4. Imágenes histológicas (tinción hematoxilina-eosina) de un adenoma tubular (A-B) 
y un adenoma velloso (C-D). A: imagen panorámica de un adenoma tubular. B: detalle a 4x 
de la arquitectura predominantemente tubular de la lesión. C: imagen panorámica de un 
adenoma velloso. D: detalle a 4x de la arquitectura predominantemente vellosa de la lesión. 
 
 
Histológicamente estas lesiones se definen por la presencia de criptas 
hipercelulares con displasia. Las células presentan disminución o pérdida de la secreción 
mucosa, con núcleos que están aumentados de tamaño, son alargados, hipercromáticos y se 
disponen de manera estratificada y sin polaridad. L  displasia puede ser de bajo o alto 
grado, dependiendo del grado de complejidad glandulr, extensión de la estratificación 
nuclear y la severidad de las anomalías en la morfología nuclear. Cuando, o bien células 
sueltas, o las glándulas que componen un adenoma invade  la mucosa o muscular de la 
mucosa sin sobrepasarla, se consideran adenocarcinomas intramucosos (estadio pT1). 
 
1.4.2. Características histopatológicas del CCR67,68  
1.4.2.1. Características macroscópicas 
El aspecto macroscópico del CCR varía con la historia natural del tumor, por ello 







De acuerdo a la apariencia macroscópica, el CCR puede clasificarse en cuatro 
tipos: 
1. Tumores voluminosos, exofíticos y polipoides: Son de crecimiento 
predominantemente endoluminal y suelen consistir en una masa tumoral unida a la pared 
por un tallo de menor tamaño. Rara vez resultan en obstrucción y a menudo son de gran 
tamaño cuando se diagnostican y generalmente de localización derecha (Figura 5A).
2. Tumores infiltrantes y ulcerados: Crecimiento predominantemente intramural; 
suelen ser lesiones de bordes sobreelevados, irregula s y centro ulcerado que a menudo 
infiltran capas profundas de la pared intestinal (Figura 5B). 
3. Tumores anulares y constrictivos: Crecimiento circunferencial que estenosa la 
luz intestinal. Se asocian a la característica lesión "corazón de manzana" en los estudios 
radiográficos y son más frecuentes en el colon transverso e izquierdo. 
4. Tumores difusos: producen un aplanamiento difuso de la mucosa colónica. 
Suelen iniciarse en la mucosa, pero acaban causando afectación transmural. Son tumores 
análogos a la linitis plástica del estómago. 
Figura 5. Imágenes macroscópicas de CCR. A: lesión polipoide exofítica. B: lesión 
redondeada de bordes sobreelevados y centro ulcerado. 
 
 
Es frecuente observar superposición entre los diferent s patrones de crecimiento, 
así como ulceración de la zona central los tumores. El aspecto macroscópico de los 




Al corte, la superficie de estos tumores suele ser de aspecto homogéneo y 
coloración blanca-grisácea, aunque puede ser de aspcto más gelatinoso en tumores 
mucinosos o bien se pueden visualizar diferentes áreas de necrosis. 
 
1.4.2.2. Características microscópicas 
La característica que define el adenocarcinoma colorrectal es la invasión de las 
glándulas neoplásicas a través de la capa muscular de la mucosa en la submucosa. Los 
tumores en los que hay invasión pero está limitada a l  lámina propia y muscular de la 
mucosa se denominan "adenocarcinoma intramucoso" y n  suelen asociarse con metástasis 
en ganglios linfáticos, debido a la escasez de vasos linfáticos en la capa mucosa. Por ello, 
en la octava edición de la clasificación AJCC70 la invasión limitada a la mucosa se 
clasifica como estadio in situ  o Tis.  
La mayoría de los CCR están constituidos por glándulas de tamaño variable 
formadas por células epiteliales atípicas. Suelen observarse alteraciones de la morfología 
de las glándulas tales como fusión de glándulas, glándulas incompletas, etc. También es 
frecuente encontrar numerosas imágenes de mitosis o necr sis (Figura 6). 
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Figura 6 Imágenes histológicas de un CCR (tinción hematoxilina-eosina). A: imagen 
panorámica de CCR en el que se observa un lesión que distorsiona la arquitectura mucosa 
normal e infiltra la pared colónica. B: detalle de estructuras glandulares que muestran una 
proliferación desorganizada e infiltrativa (4x). C: detalle de glándulas que presentan 
material necrótico en su interior y se encuentran constituidas por células con atipia 
citológica (20x). 
1.4.2.3. Subtipos histológicos 
Desde el punto de vista histopatológico, la OMS clasifica los 
adenocarcinomas colorrectales en 11 subtipos: 
1.Adenocarcinoma tipo usual: constituye más del 90% de CCR71. Estos tumores
están formados por estructuras glandulares de tamaño y configuración variable, a veces de 
contornos afilados o morfología incompleta, que se disponen de manera desorganizada, 
siendo frecuente la fusión de glándulas. La luz glandular suele contener moco o restos 
celulares. Las células epiteliales que forman estas estructuras glandulares suelen ser de tipo 
columnar alto, con núcleos grandes, cromatina irregular, nucléolo prominente y se pueden 
observar mitosis abundantes.  
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2. Adenocarcinoma mucinoso: caracterizado por la presencia de abundante 
mucina (> 50% de la lesión se compone de mucina). En esta variante se identifican lagos 
de mucina que contienen fragmentos de epitelio (estructuras acinares, tiras de células o 
células aisladas). Este tipo histológico se asocia frecuentemente con inestabilidad de 
microsatélites (MSI). Cuando presentan estabilidad e microsatélites (MSS) o bajos 
niveles de inestabilidad (MSI-L) se comportan de maner  agresiva72. 
3. Carcinoma de células de anillo de sello: es la variante definida por la presencia 
de >50% de células tumorales con morfología de células en anillo de sello (células con una 
vacuola intracitoplasmática de mucina que desplaza el núcleo). Las células en anillo de 
sello pueden presentarse en lagos de mucina o de man ra infiltrativa en la pared colónica 
con escasa mucina extracelular. Los CCR que presentan <50% de células con morfología 
en anillo de sello, deben ser denominados “CCR con componente de células en anillo de 
sello”.  
4. Carcinoma medular: variante que se caracteriza por  la presencia de nidos de 
células de aspecto sincitial (con núcleos vesiculares, nucléolo pequeño y citoplasmas 
eosinófilos amplios) con un marcado infiltrado inflamatorio linfocitario peri e 
intratumoral. Es un tumor más frecuente en mujeres, en colon derecho y se asocia a buen 
pronóstico. Estos tumores con frecuencia presentan MSI. 
5. Adenocarcinoma serrado: variante infrecuente que arquitecturalmente se par ce 
a los pólipos serrados tradicionales, ya que está constituido por glándulas que presentan 
serración con células con núcleos basales y citoplasmas eosinófilos. Se cree que estos 
tumores están relacionados con los adenomas serrados y pueden ser más agresivos que el 
adenocarcinoma de tipo usual73. Estos tumores suelen presentar inestabilidad de 
microsatélites, mutaciones de BRAF e hipermetilación de islas CpG.  
6. Adenocarcinoma cribiforme: se encuentra formado por glándulas cribiformes 
con necrosis central que recuerdan a las del carcinoma ductal de mama. Estos tumores 
suelen presentar MSS e hipermetilación de islas CpG. 
7. Adenocarcinoma micropapilar: variante infrecuente constituida por pequeños 
agregados de células que presentan una hendidura entre ellos y el estroma. Este tipo 
histológico se asocia a invasión linfovascular y metástasis ganglionares74.  
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8. Carcinoma adenoescamoso: n tumores inusuales que muestran características 
tanto de carcinoma escamoso como de adenocarcinoma, y pueden presentarse como áreas 
separadas o mezcladas. El carcinoma epidermoide puro es muy infrecuente en el intestino 
grueso. 
9. Carcinoma fusocelular: tumor bifásico que presenta un componente de células 
sarcomatoides que son, al menos de manera focal, positivas en el estudio 
inmunohistoquímico para queratinas. 
10. Carcinoma indiferenciado: son tumores que carecen de otra diferenciación 
(histológica o inmunohistoquímica) más allá de la de ser tumores epiteliales. 
11. Otras variantes: variantes raras de CCR incluyen el carcinoma de células 
claras, el coriocarcinoma o el carcinoma papilar rico en células de Paneth. 
 
1.4.2.4. Clasificación histopatológica 
La gradación histológica del CCR es una variable muy utilizada. A pesar de ser 
difícil de definir, y de la variabilidad interobservador75, en diferentes estudios se ha  visto 
que el grado histológico es un factor pronóstico, encontrándose correlación sobre todo 
entre grados pobremente diferenciados y el pronóstico adverso76,77. 
Los adenocarcinomas se clasifican en función del porcentaje de formación de 
glándulas (frente a áreas de tumor sólido o nidos o cordones de células tumorales).  El 
grado se puede estratificar según diferentes sistema . Existen sistemas de tres grados, que 
distinguen entre tumores bien diferenciados, moderadamente diferenciados y pobremente 
diferenciados; o sistemas de dos grados que clasifin en bajo grado (que incluye tumores 
bien y moderadamente diferenciados) y de alto grado (adenocarcinomas poco 
diferenciados e indiferenciados). No obstante, la oct va edición del manual de la AJCC 
para la estadificación del CCR70 especifica que debe utilizarse una clasificación de cuatro 
niveles de diferenciación: 
Bien diferenciado (grado 1): presencia de estructuras glandulares en >95% del tumor. 
Moderadamente diferenciado (grado 2): presencia de 50-95% de glándulas.  
Pobremente diferenciado (grado 3): formación de glándulas en 0-49% del tumor. 
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Indiferenciado (grado 4): tumores en los que no hay formación de glándulas ni evidencia 
de producción de mucina. 
La gradación histológica sólo se aplica a los adenocarcinomas de tipo usual. El 
adenocarcinoma mucinoso y el carcinoma de células de anillo de sello se consideran 
variantes pobremente diferenciadas (grado 3). Los carcinomas medulares, a pesar de no 
formar glándulas, no deben clasificarse como pobremente diferenciados ya que se asocian 
con un buen pronóstico78, 
Cuando en un tumor se observan diferentes áreas con distintos grados histológicos 
la clasificación debe realizarse en función del comp nente menos diferenciado, aunque no 
debe considerarse a la hora de establecer el grado histológico el frente de la invasión, ya 
que en estas áreas son frecuentes los focos de tumor poco diferenciados.  
Asimismo, no sólo es importante la profundidad y extensión de la neoplasia, sino 
las características de este borde infiltrante. En este sentido, se denomina "tumor budding" a 
la capacidad de una neoplasia de poder infiltrar en forma de células tumorales sueltas, 
nidos o cordones en grupos de menos de cinco células (buds) en el frente tumoral, y es un 
factor independiente de mal pronóstico79. En base a estudios retrospectivos bien diseñados, 
el tumor budding ha demostrado ser un predictor de riesgo adverso en CCR en tres 
contextos clínicos concretos: i).- pólipos malignos, donde la presencia de tumor budding es 
un predictor de metástasis ganglionares e indica la necesidad de realizar resecciones 
quirúrgicas; ii).- tumores en estadio II, donde es un indicador pronóstico adverso que 
puede contribuir en la selección de pacientes para terapia adyuvante; y iii).- en el entorno 
preoperatorio, donde la presencia de tumor budding puede ayudar a la selección de 
pacientes con cáncer rectal de alto riesgo que requieren terapias neoadyuvantes80. De todos 
modos, en la actualidad se recomienda que esta característica se informe en los 




1.5. ESTADIAJE TNM DEL CCR. CLASIFICACIÓN Y 
ESTRATIFICACIÓN PRONÓSTICA DE LA 
ENFERMEDAD.  
El estadio patológico (pTNM) se refiere a la extensió  del tumor y es el principal 
factor pronóstico del CCR70. El pronóstico de los pacientes con CCR se relacion  con la 
profundidad de la invasión tumoral (definida como "T").  En el CCR, a diferencia de otros 
carcinomas como la mama o el pulmón, la variable T no se basa en tamaño propio del 
tumor, sino en el grado de infiltración de las estructuras de la pared colónica. Así, las 
lesiones que presentan invasión de la lámina propia  de la muscular de la mucosa (sin 
sobrepasarla), se incluyen en la categoría Tis. Los adenocarcinomas invasivos que infiltran 
la submucosa corresponden con estadios T1; son T2 cuando invaden la capa muscular 
propia; T3 cuando infiltran la subserosa o tejido aiposo no peritonealizado y T4 cuando 
alcanzan el peritoneo (T4a) o infiltran órganos o estructuras adyacentes (T4b). La 
afectación del peritoneo es un factor de mal pronóstico ya que se asocia a carcinomatosis 
peritoneal y a recurrencia del tumor. La invasión peritoneal debe diagnosticarse cuando se 
vean células tumorales en la superficie peritoneal, o cuando se encuentren en la superficie 
serosa inflamación, erosión o ulceración relacionadas con el tumor81.  
En el CCR la afectación ganglionar se evalúa mediante estudio histológico  de los 
ganglios linfáticos regionales aislados en la grasa pericolónica o perirrectal de una pieza de 
resección quirúrgica. El estadio patológico ganglionar (pN) tiene importancia tanto 
pronostica como terapéutica. Deben analizarse al menos 12 ganglios linfáticos para un 
adecuado estadiaje del tumor. La presencia de nódulos t morales de bordes irregulares 
localizados en la grasa pericolónica o perirrectal, lejos del margen infiltrativo del tumor, 
sin evidencia de tejido linfático residual y dentro del drenaje linfático regional del tumor, 
deben incluirse en la categoría N como "Nc" siempre y cuando no haya evidencia de 
ganglios linfáticos metastásicos. Se define como “células tumorales aisladas” a la 
presencia de células tumorales sueltas o grupos de células < 0,2mm, en los ganglios 
linfáticos, y que se suelen detectar por técnicas de inmunohistoquímica. Cabe destacar, que 
la presencia de estos pequeños focos de tumor en los ganglios debe clasificarse como 
“pN0”, ya que no se ha demostrado su importancia pronóstica82 (Tabla 2 y Tabla 3)  
32 
 
Las metástasis más frecuentes del CCR son de localiza ión hepática. 
Aproximadamente entre el 25 y el 30% de los pacientes con CCR presentan metástasis 
hepáticas en el momento del diagnóstico y un 20% de pacientes desarrollan metástasis 
hepáticas después del tratamiento de su tumor primario83. 
Tabla 2. Clasificación TNM del CCR (adaptado de 8º edición AJCC Cancer Staging 
Manual70) 
TUMOR PRIMARIO (pT) 
TX : el tumor primario no se puede evaluar 
T0: sin evidencia de tumor primario 
Tis: carcinoma in situ, carcinoma intramucoso (afectación de la lámina propia sin extensión a través de 
la mucosa muscular) 
T1: el tumor invade la submucosa (a través de la muscular de la mucosa pero no en la muscular propia) 
T2: tumor invade la muscular propia 
T3: el tumor invade a través de la muscular propia en los tejidos pericolorectales 
T4a: el tumor invade a través del peritoneo visceral (incluida la perforación macroscópica del intestino 
a través del tumor y la invasión continua del tumor a través de áreas de inflamación a la superficie del 
peritoneo visceral) 
T4b: el tumor invade directamente o se adhiere a otros órganos o estructuras adyacentes 
 
GANGLIOS LINFÁTICOS REGIONALES (pN) 
NX: no se pueden evaluar los ganglios linfáticos regionales  
N0: sin metástasis en ganglios linfáticos regionales 
N1: metástasis en 1 - 3 ganglios linfáticos regionales 
    N1a: metástasis en 1 ganglio linfático regional 
    N1b: metástasis en 2 - 3 ganglios linfáticos regionales 
    N1c: no hay ganglios linfáticos regionales positivos, pero hay depósitos tumorales en la subserosa, 
mesenterio o tejidos pericólicos o perirrectales no peritonealizados 
N2: metástasis en 4 o más ganglios linfáticos regionales 
    N2a: metástasis en 4 - 6 ganglios linfáticos regionales 
    N2b: metástasis en 7 o más ganglios linfáticos regionales 
 
METÁSTASIS A DISTANCIA (pM) 
M0: ninguna metástasis a distancia por imágenes; no hay evidencia de tumor en otros sitios u órganos 
(esta categoría NO es asignada por patólogos) 
M1: metástasis a distancia 
    M1a: metástasis confinada a 1 órgano o sitio sin metástasis peritoneal 
    M1b: metástasis a 2 o más sitios u órganos sin metástasis peritoneal 






Tabla 3. Estadiaje del CCR (adaptado de 8º edición AJCC Cancer Staging Manual70). 
  T N M 
ESTADIO 0 Tis N0 M0 
ESTADIO I T1-T2 N0 M0 
ESTADIO II       
  ESTADIO IIA T3 N0 M0 
  ESTADIO IIB T4a N0 M0 
  ESTADIO IIC T4b N0 M0 
ESTADIO III       





























ESTADIO IV       
  ESTADIO IVA Cualquier T Cualquier N M1a 
  ESTADIO IVB Cualquier T Cualquier N M1b 





1.6. TRATAMIENTO DEL CCR 
En el tratamiento del CCR se combinan acciones quirúrgicas destinadas a la 
resección de la mayor cantidad de células tumorales, y acciones médicas destinadas a 
destruir y/o controlar la progresión tumoral. Para un adecuado tratamiento sigue siendo 
indispensable una rigurosa estadificación, clínica y/o anatomopatológica tanto pre como 
postquirúrgica, en caso de realizarse intervención. 
En  líneas generales, el tratamiento quirúrgico es d  elección en los estadios 
precoces, mientras que los estadios avanzados o metastásicos requieren terapias 
quirúrgicas, en combinación con agentes quimioterapéuticos   (quimioterapia convencional 
o terapias dirigidas) e inmunológicas. 
 
1.6.1. Tratamiento quirúrgico  
1.6.1.1. Manejo de adenocarcinomas sobre pólipos  
La mayoría de los cánceres de colon surgen de adenomas. Los adenomas 
convencionales y aquellos con displasia de alto grado (sin evidencia de cáncer invasivo), 
pueden ser manejados eficazmente mediante la resección endoscópica (polipectomía). La 
resección endoscópica es también una alternativa a la cirugía radical para los CCR de bajo 
riesgo que surgen en un pólipo. La presencia de una histología poco diferenciada, invasión 
linfovascular, células tumorales en el margen de res cción o células tumorales a menos de 
2mm del margen, debe llevar a la consideración de la cirugía radical, ya que indican un 
mayor riesgo de cáncer residual y/o metástasis en ganglios linfáticos. 
 
1.6.1.2. Manejo de la enfermedad localizada 
La resección quirúrgica es la forma primaria de tratamiento para el CCR 
localizado, pudiendo estar indicada en pacientes con enfermedad metastásica resecable 
localizada en el hígado y/o pulmón. Los pacientes con metástasis irresecables no suelen ser 
candidatos a cirugía del tumor primario salvo que tengan complicaciones por el propio 
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tumor (obstrucción, perforación, etc.). Algunos pacientes tampoco pueden ser candidatos a 
cirugía por la presencia de comorbilidades médicas. 
Los objetivos de la resección quirúrgica son la extirpación completa del tumor 
junto con el pedículo vascular y la región de drenaje linfático del segmento afectado. La 
resección se puede llevar a cabo mediante cirugía abiert  o laparoscopia. La colectomía 
laparoscópica suele aplicarse a pacientes con cáncer de colon no obstruido, no perforado, 
no avanzado localmente y que no han tenido una cirugía abdominal extensa previa. Con la 
cirugía laparoscópica, los pacientes obtienen resultados oncológicos comparables a la 
cirugía abierta, con una morbilidad y mortalidad perioperatoria menor y una recuperación 
más rápida. La situación clínica específica a menudo dicta el enfoque quirúrgico (por 
ejemplo, electiva versus colectomía urgente por complicaciones del tumor). 
 
1.6.1.3.  Manejo de la enfermedad localmente avanzada 
Aproximadamente el 10% de pacientes con CCR presentan i vasión de órganos 
contiguos o adherencias a estructuras próximas. En estos casos las diferentes guías indican 
la resección quirúrgica "en bloque", con resecciones multiviscerales con márgenes 
quirúrgicos negativos (R0) de las estructuras adyacentes84,85.Los pacientes que no son 
candidatos a resecciones curativas, se pueden beneficiar de cirugías paliativas para el 
tratamiento de síntomas asociados al tumor primario (obstrucción, sangrado, etc.). 
 
1.6.1.4. Manejo quirúrgico de la enfermedad metastásica 
Aproximadamente el 20% de tumores de colon son metastásicos en el momento 
del diagnóstico. Las localizaciones más frecuentes de las metástasis son el hígado, los 
pulmones y el peritoneo. La diseminación metastásica del tumor primario, principalmente 
al hígado, es la principal causa de muerte en pacientes con CCR86.Aunque la quimioterapia 
ha mejorado la supervivencia de estos pacientes, ésta es muy baja a menos que se realice 
resección o ablación de las metástasis. Por ello, la cirugía es una opción potencialmente 
curativa en pacientes con enfermedad metastásica localizada (predominantemente en el 
pulmón o el hígado). En el caso de pacientes que se encuentran en estadios avanzados de la 
enfermedad, particularmente cuando presentan metástasis incrónicas, la resección de éstas 
últimas supone un aumento de la SG a 5 años de entre 46% y 58%87.  
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1.6.2. Tratamiento quimioterápico 
1.6.2.1. Quimioterapia Neoadyuvante 
El consenso del National Comprehensive Cancer Network (NCCN)84 recomienda 
el uso de quimioterapia en aquellos pacientes con tumores localmente irresecables o no 
operables por contraindicaciones médicas. 
 
1.6.2.2. Quimioterapia adyuvante 
El objetivo de la quimioterapia postoperatoria (adyuvante) es erradicar 
micrometástasis, reduciendo así la probabilidad de recurrencia de la enfermedad y 
aumentando la tasa de curación en pacientes que han sufrido una resección potencialmente 
curativa. Los beneficios de la quimioterapia adyuvante han sido más claramente 
demostrados en pacientes con enfermedad en estadio III (ganglios positivos), mostrando 
una reducción de aproximadamente 30% en el riesgo de recurrencia de la enfermedad y 
una disminución entre el 22 al 32% en la mortalidad, con los tratamientos quimioterápicos 
actuales. En pacientes con ganglios positivos se recomi nda un tratamiento de 6 meses con 
oxaliplatino. Los resultados de la quimioterapia adyuvante en pacientes con ganglios 
negativos son controvertidos y la decisión terapéutica debe tener en cuenta características 
clinicopatológicas de alto riesgo (menos de 12 ganglios aislados, tumor T4, perforación u 
obstrucción, histología poco diferenciada, invasión linfovascular o perineural).  
 
1.6.3. Tratamiento radioterápico. Radioterapia postoperatoria 
y quimiorradioterapia neoadyuvante 
La radioterapia postoperatoria no suele emplearse en el tratamiento del cáncer de 
colon resecado por completo. Algunos pacientes con cáncer de colon con alto riesgo de 
recurrencia local (márgenes de resección positivos, perforación o formación de abscesos, 
enfermedad T4) pueden beneficiarse del tratamiento radioterápico84. En cambio, en 
pacientes con cáncer de recto la radioterapia adyuvnte está indicada para el tratamiento 
tanto de la enfermedad transmural como para la presencia de metástasis ganglionares.    
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La quimiorradioterapia neoadyuvante (preoperatoria) en lugar de la cirugía inicial 
es común en el tratamiento del cáncer rectal localmente avanzado. En el caso del cáncer de 
colon, hay pocos datos sobre los beneficios que puede aportar la quimiorradioterapia 
adyuvante88. Podría considerarse en pacientes con cáncer de colon localmente avanzado 
con invasión en los órganos adyacentes. La quimioterapia administrada simultáneamente a 
la radioterapia proporciona actividad antitumoral sinérgica pero también aumenta la 
toxicidad relacionada con el tratamiento. 
 
1.6.4. Terapias dirigidas 
Desde mediados de la década de 2000, se han desarrollado diferentes agentes 
biológicos con el fin de combatir de manera específica cambios de los genes y de las 
proteínas celulares que originan la neoplasia. Estos nuevos tratamientos han demostrado 
un mayor beneficio clínico en combinación con la quimioterapia citotóxica convencional 
para el tratamiento del CCR metastásico, aumentando la mediana de SG en 
aproximadamente 2 años. Se pensaba que las terapias dirigidas contra el cáncer serían 
menos tóxicas que los fármacos tradicionales de quimioterapia ya que éstas actúan 
específicamente sobre las alteraciones moleculares presentes en las células neoplásicas. No 
obstante, las terapias dirigidas contra el cáncer pueden tener efectos secundarios 
importantes, siendo los más comunes la diarrea y problemas de hígado, como hepatitis y 
elevación de enzimas hepáticas. Se pueden usar en combinación con quimioterapia 
convencional o en monoterapia en los casos en los que  la quimioterapia ya no es eficaz. 
Los agentes biológicos que han demostrado beneficios clínicos en CCR metastásico van 
dirigidos principalmente al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y al receptor 
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)89. 
 
1.6.4.1. Medicamentos que atacan la formación de vasos 
sanguíneos (anti-VEGF)  
El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es una proteína que 
participa en la angiogénesis de los tumores. En la actualidad existen diferentes fármacos 
que inhiben la función de esta proteína, tales como el Bevacizumab, Ramucirumab y Ziv-
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aflibercept. Se ha visto que los agentes antiangiogénicos no solo inhiben la angiogénesis 
tumoral sino que también normalizan los vasos sanguíneos del tumor, lo que mejora la 
administración del fármaco al tumor y la eficacia de los agentes citotóxicos. 
 
1.6.4.2. Medicamentos que atacan a la vía de señalización de 
EGFR (anti-EGFR) 
El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es una proteína 
transmembrana con función tirosín-quinasa. La expresión de EGFR activa diferentes rutas 
de señalización que incluyen RAS/RAF/MAPK, STAT y PI3K/AKT. La activación de esta 
última vía modula la proliferación celular, la adhesión, la angiogénesis, la migración y la 
diseminación metastásica.  
Cetuximab y Panitumumab son anticuerpos monoclonales nti-EGFR. En la 
actualidad, el uso de estos fármacos está restringido solo a pacientes con CCR metastásico 
con KRAS y NRAS en estado nativo (WT). 90. 
 
1.6.5. Inmunoterapia 
La inmunoterapia o terapia biológica consiste en el empleo de medicamentos que 
ayudan al sistema inmunitario del paciente a reconocer y destruir a las células tumorales.  
Las inmunoterapias actuales para el CCR se dividen en siete categorías: 
inhibidores de puntos de control e inmunomoduladores, bloquean moléculas que sirven 
como controles en las respuestas inmunes o activan moléculas estimuladoras, mejorando la 
respuesta inmunitaria al cáncer; anticuerpos monoclales, moléculas generadas de 
manera artificial que se dirigen a los antígenos específicos de los tumores; vacunas 
terapéuticas o vacunas contra el cáncer, diseñadas para provocar una respuesta inmune 
contra antígenos específicos del tumor, estimulando al sistema inmunitario a atacar las 
células neoplásicas), terapia de células adoptivas, que consiste en eliminar de un paciente 
las células inmunitarias, se modifican genéticamente o se tratan con productos químicos 
para mejorar su actividad, se reintroducen en el paciente con el objetivo de mejorar la 
respuesta antitumoral del sistema inmune; terapia con virus oncolíticos, se introduce un 
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virus modificado que puede causar que las células tmorales se autodestruyan y generen 
una mayor respuesta inmune; inmunoterapias adyuvantes, son sustancias que se usan solas 
o combinadas con otras inmunoterapias para estimular la respuesta inmune; y citoquinas, 
moléculas mensajeras que ayudan a controlar el crecimiento y la actividad de las células 
del sistema inmunitario.  
La mayoría de estas terapias aún se encuentran en fas  inicial de pruebas clínicas 
(fase I y II) para el CCR, pero su uso con éxito en otros tipos de tumores sugiere que 
también pueden resultar útiles para el CCR. De hecho,  varios estudios han relacionado la 
respuesta frente a estos fármacos con tumores que tien n una o dos características 
genéticas que impiden a las células reparar el ADN dañado: deficiencia en la reparación de 
los errores de emparejamiento (dMMR) y/o  inestabilidad de microsatélites alta (MSI-H). 
Este hecho se debe a que los tumores que tienen algu a de esas dos características 
genéticas tienden a presentar índices altos de mutaciones en el ADN. Algunas de esas 
mutaciones pueden causar la producción de muchos antígenos anómalos que pueden ser 
atacados por las células inmunitarias91, de forma que   aumenta la infiltración del tumor 
por linfocitos T citotóxicos92, y por lo tanto, la desinhibición de la respuesta de las células 
T antitumorales. 93,94. 
 
En la actualidad la elección del protocolo terapéutico a seguir en pacientes con 
CCR requiere de algoritmos que hagan que este sea el más adecuado para cada paciente. 
En la Figura 7 se recoge de forma esquemática un algoritmo terapéutico que incluye las 
variables y aproximaciones más relevantes a tener e cu nta en la toma de decisiones 















































1.7. FACTORES PRONÓSTICOS 
Los principales factores que indican pronóstico adverso establecidos por la OMS 
para el CCR se resumen en la Tabla 4. 
Tabla 4. Principales factores pronósticos del CCR (adaptado de OMS6) 




Tamaño del tumor 
Morfología del tumor 
Patrón histológico 
Perfiles de invasión 
Grado de diferenciación 
Presencia T4, N1,2,3 y/o M1  
Obstrucción de la luz intestinal 
Presencia de ulceraciones o perforaciones tumorales 
Tumores mucinosos 
Presencia de invasión linfática, vascular y neural  




Tamaño de la pieza resecada 
Resección  







Enzimas encargadas de la matriz extracelular 
Moléculas de adhesión 
Niveles elevados en sangre periférica 
MSI-bajo 
MutaciónV600E 
Sobreexpresión de Metaloproteasas, uroquinasas 
Sobreexpresión de CD44, ICAM-1 
El principal factor pronóstico de la enfermedad es el estadio del tumor, 
determinado por el grado de penetración del tumor en la pared intestinal (pT), la afectación 
metastásica ganglionar (pN) y/o de otros tejidos. En aquellos casos en los que se detectan 
metástasis sincrónicas, es  de gran importancia establecer las características de estas 
lesiones que pueden aportar valor pronóstico en el CCR87,95. Así, la literatura muestra que 
el número de focos metastásicos detectados constituye un importante factor pronósticos en 
pacientes con CCR metastásico87, habiéndose observado que más de 4 lesiones 
metastásicas conllevan una disminución en la SG de los pacientes CCR96.  
El estudio histológico de los márgenes de resección tanto del tumor como de sus 
metástasis es el principal factor para la evaluación de la eficacia de la intervención 
quirúrgica. Así, podemos determinar 3 tipos de resección: R0 en la que no se observan 
células tumorales en los márgenes de la pieza, R1 donde se aprecian en el estudio 
microscópico células tumorales en los márgenes y R2 cuando se observa 
macroscópicamente tumor residual. La determinación de R1 y R2 está directamente 




Además de los parámetros mencionados, el estudio hist patológico del tumor, 
suele incluir el análisis del patrón de alteración de MSI, que constituye otro factor 
pronóstico en pacientes con CCR. Así, la identificación de MSI elevada se asocia a un 
buen pronóstico ya que estos casos presentan una meor tasa de recurrencia y mayor 
SG98,99.  
A nivel molecular, algunas mutaciones genéticas como las que afectan al gen 
BRAF, son también importantes a la hora de establecer el pronóstico de la enfermedad. 
BRAF, es una de las proteínas involucradas en vía de señalización MAP/ERK efectora de 
EGFR, receptor diana de los anticuerpos monoclonales nti-EGFR empleados en el 
tratamiento del CCR metastásico. La detección de la mutación V600E (la más 
frecuentemente detectada en BRAF, 95%) tiene lugar en el 20% de los CCR y está 
directamente asociada con la respuesta al tratamiento y constituye por sí misma un factor 
pronóstico adverso ya que se asocia a periodos cortos de SLE y SG100,101. Existe una fuerte 
asociación entre la presencia de la mutación V600E y la MSI, diferentes estudios han 
identificado esta mutación en el 60% de los casos con MSI elevada frente al 10% de MSI 
baja102,103. 
Recientemente, se ha hecho hincapié en la importancia que tiene en la biología 
del CCR las células inmunitarias infiltrantes del tumor, emergiendo como factores 
pronósticos el recuento de las diferentes poblaciones celulares y los ratios entre ellas. Así, 
se ha establecido que bajos ratios linfocitos-monocitos se relacionan con un pronóstico 
adverso104. El análisis de las diferentes subpoblaciones de linfocitos infiltrantes105,106 
indican que la presencia de gran densidad de linfocitos T reguladores (Treg)107,108 se asocia 
con bajas tasas de SLE, mientras que la presencia de l nfocitos T “citotóxicos” se asocia 
con un pronóstico favorable106,108.  
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2. GENÉTICA DEL CCR 
2.1. SUBTIPOS GENÉTICOS DE CCR  
Basándonos en la genética del tumor, podemos distinguir dos grandes grupos: 
CCR hereditario o familiar y CCR esporádico6,109. 
 
2.1.1. CCR hereditario 
El grupo de los adenocarcinomas hereditarios o con antecedentes familiares 
constituye un 10-15% de todos los CCR de nuevo diagnostico6. En esta categoría se 
engloban diferentes síndromes, cada uno de ellos asciado con alteraciones genéticas 
germinales que conllevan una mayor probabilidad de desarrollar la enfermedad110. Estos 
síndromes se clasifican en cuatro grupos6,111,112.  
CCR hereditario no polipósico (CCHNP) o Síndrome de Lynch. Es más frecuente 
de los CCR hereditarios, y supone aproximadamente un 5-8%113 del total de CCR que se 
diagnostican. El origen de esta enfermedad radica en l presencia de defectos en el sistema 
de reparación de los errores de replicación del ADN114. La principal causa de esta 
deficiencia es la aparición de mutaciones germinales utosómicas dominantes en cinco 
genes: i) el gen MutS Homolog 2 (MSH2) localizado en la región cromosómica 2p21; ii) el 
gen MutL Homolog 1 (MLH1) codificado en 3p31-p23; iii) el gen de segregación 
postmeiótica tipo 1 (PSM1) a nivel de 2q31-q33; el gen de segregación postmeió ica tipo 2 
(PSM2) en 7p22; y, v) el gen homólogo de MutS tipo 6 (MSH6) codificado en la región 
cromosómica 2p21115,116. Las alteraciones de estos genes están asociadas a la pérdida de 
funcionalidad de las proteínas que codifican (encargadas corregir errores durante la 
replicación del ADN) lo que conllevan la aparición de inestabilidad de microsatélites 
(MSI) así como una inestabilidad genómica generalizada114,117.  
Síndromes polipósicos: Este subgrupo supone menos del 1% del total de CCR que 
se diagnostican113,118. Genéticamente se caracterizan por la presencia de mutaciones 
germinales autosómicas dominantes del gen APC (Adenomatous Poliposis Coli), 
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localizado a nivel de la región cromosómica 5q21-22 y se ha identificado una mutación 
germinal del gen APC en el 60-80% de las familias119. Se han detectado multitud de 
mutaciones en los diferentes codones que constituyen el gen asociadas a diferentes 
síndromes polipósicos, siendo las más frecuentes las deleciones e inserciones de pares de 
bases que conllevan cambios en el marco de lectura del gen, obteniendo como resultado 
final proteínas truncadas112,113,120. Desde el punto de vista funcional, el gen APC está 
implicado en números procesos celulares relacionados con la vía de señalización WNT/β-
catenina121, en la que APC interviene como molécula inhibitoria. Así, la pérdida de 
funcionalidad de esta proteína conlleva la activación de esta vía que tiene como resultado 
la activación de diferentes genes diana, entre los que se encuentran el oncogén C-MYC, 
promoviendo la proliferación celular112. La Polidposis Adenomatosa Familiar (FAP) es un 
trastorno genético autosómico dominante caracterizado por el desarrollo de cientos a miles 
de adenomas tanto en la adolescencia como en la edad adulta. La poliposis adenomatosa 
familiar se debe a la herencia de una copia mutada (funcionalmente inactiva) del gen APC, 
y posteriormente se adquiere la mutación de la segunda copia. 
Síndromes polipósicos hamartomatosos. E te grupo engloba síndromes raros, 
caracterizados por presentar hamartomas en diferentes localizaciones anatómicas, además 
de las intestinales. Estas patologías se caracterizan por presentar mutaciones autosómicas 
dominantes en diferentes genes supresores tumorales, como se muestra en la Tabla 5. 
Tabla 5. Características genéticas y moleculares de los Síndromes polipósicos 
hamartomatosos y sus efectos.  
SÍNDROME GEN ALTERADO 
RUTA DE SEÑALIZACION 
AFECTADA 
REFERENCIAS 
Peutz-Jeghers LKB1 Vía de TP53 111,112,113,122,123,124 
Cowden PTEN Vía AKT/PI3K 109,111,112,113,124,125 
Poliposis Juvenil SMAD4 Vía TGF-β 111,112,113,124,126 
 
Otros síndromes hereditarios. En este grupo se engloban patologías en las que la 
alteración genética causante de CCR no se encuentra en un modo de herencia dominante 
sino recesiva como ocurre en el CCR familiar tipo X, caracterizado clínicamente por 
presentar las mismas características que el Síndrome de Lynch pero sin tener alterado el 
sistema de reparación de los errores de replicación del ADN127,128. Diferentes 
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investigaciones han identificado la presencia de mutaciones en genes supresores tumorales 
como RASSF9 así como alteraciones citogenéticas en 12p21 en las que se encuentran 
localizados diferentes genes asociados con la proliferación celular como NTS129. 
 Cabe destacar que todas las alteraciones genéticas hereditarias descritas 
anteriormente pueden aparecer de forma puntual en los adenocarcinomas de colon 
esporádicos participando activamente en el proceso d  carcinogénesis y progresión del 
tumor. 
 
2.1.2. CCR esporádico 
El CCR esporádico es el subtipo genético más prevalente, constituyendo el 80% 
de todos los diagnósticos6. El desarrollo de la patología, partiendo de células epiteliales 
normales hasta la aparición del adenocarcinoma colorrectal, conlleva la acumulación de 
múltiples alteraciones en el material genético celular, todas ellas asociadas con cambios 
histológicos, cuyo único fin es desequilibrar la balanza proliferación celular vs apoptosis. 
Los primeros que identificaron y postularon la secuencia de alteraciones genómicas 
involucradas en la ontogenia y progresión del CCR fueron Fearon y Volgsetein en 199057  
(Figura 8).  
Figura 8. Secuencia de alteraciones genéticas involucradas en el proceso de carcinogénesis 
del CCR, partiendo de tejido epitelial normal, el desarrollo de los diferentes estadios 














2.2. PATOGÉNESIS DEL CCR  
2.2.1. La secuencia adenoma-carcinoma 
Como se muestra en las Figuras 8 y 9, el modelo de evolución tumoral clásico del 
CCR está basado en los perfiles de alteraciones genéticas asociadas a distintos tipos 
histopatológicos (ej. pólipo adenomatoso, pólipo displásico, adenocarcinoma y 
adenocarcinoma metastásico), de este modo se infiere qu  dichos subtipos histopatológicos 
constituyen diferentes etapas de desarrollo del tumor130. De manera normal la proliferación 
ocurre exclusivamente en la base de la cripta y a medida que las células se mueven hacia la 
superficie luminal, cesa la proliferación y se diferencian; por otra parte, las células 
superficiales que recubren la mucosa entérica se pierden hacia la luz intestinal debido a la 
apoptosis y la exfoliación, y por ello deben ser reemplazadas. En la secuencia adenoma-
carcinoma este proceso es interrumpido cuando los mecanismos que regulan la renovación 
epitelial se alteran debido a mutaciones en los genes APC y KRAS, así como a las 
ganancias de los cromosomas 7 y 20q dando lugar a los denomas, y a medida que estos 
aumentan de tamaño, se transforman en displásicos y, finalmente, adquieren potencial 
invasivo, generándose los carcinomas, adquiriendo mutaciones en TP53 y las alteraciones 
en el número de copias de múltiples cromosomas (ej. ganancias de 5q, 8q, 13q y pérdidas 
de 8p,17p y 18q), que irían siendo adquiridas y acumuladas por la célula tumoral con el 
paso del tiempo, dotándola de mayor agresividad y capa idad invasiva58. 
Figura 9. Secuencia adenoma-carcinoma (adaptado de Robbins and Cotran “Pathologic 
Basis of Disease”131) 
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2.2.2. La vía de los adenomas serrados 
No obstante, aunque la mayoría de los tumores colorrectales progresan a través de 
una secuencia de adenoma-carcinoma como acabamos de ver, existe una vía alternativa 
para la carcinogénesis colorrectal a través de pólipos serrados (Figura 10), un grupo que 
abarca un espectro morfológico que incluye pólipos hiperplásicos,  adenomas serrados y  
pólipos mixtos. 
Figura 10. Desarrollo de los adenomas serrados y car inomas (adaptado de Robbins and 
Cotran “Pathologic Basis of Disease”131) 
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2.3. MODELOS GENÉTICOS DE PROGRESIÓN 
TUMORAL 
La patogénesis del CCR se caracteriza por una acumulación de alteraciones 
genéticas, que incluye mutaciones que activan oncogenes o inactivan los genes supresores 
de tumores132, o también cambios epigenéticos, siguiendo el patrón de etapas hipotetizado 
por Fearon y Vogelstein57.  
Estas alteraciones genéticas y epigenéticas son responsables de un evento 
específico dentro de la secuencia que conduce al CCR, contribuyendo a la "iniciación" de 
la transformación neoplásica del epitelio sano y/o determinando la "progresión" hacia 
estados más avanzados de la enfermedad. Para acumulr las alteraciones genéticas típicas 
de la mayoría de los CCR, las células tumorales deben adquirir mutaciones y alteraciones 
epigenéticas a un ritmo mayor en comparación con las células epiteliales normales de la 
cripta133. En este sentido se han descrito diferentes vías en la carcinogénesis del CCR que 
se caracterizan por modelos de inestabilidad genética diferentes: i) la mayoría de los CCR 
siguen la inestabilidad cromosómica (CIN), caracterizado por la pérdida generalizada de 
heterozigosidad (LOH)134 y por grandes anomalías cromosómicas135,  ii) aproximadamente 
el 15% de CCR se asocian a una alteración del sistema de reparación del ADN (MMR) lo 
que conlleva la inestabilidad de microsatélites (MSI); el sistema MMR produce proteínas 
que reconocen y dirigen la reparación de alteraciones de un solo nucleótido en secuencias 
de microsatélites que escapan al sistema de corrección de la polimerasa del ADN, iii) una 
tercera vía para el desarrollo de CCR es el silenciamiento de genes por cambios 
epigenéticos por la metilación de islas CpG (fenotipo metilador CpG o CIMP) , iv) 
recientemente se han establecido otros sistemas, incluye do los microARN (miARN) y la 
inflamación (Figura 11). Las diferentes vías también presentan distintos comportamientos 
patológicos y manifestaciones clínicas 
  
 
Figura 11. Principales mecanismos moleculares involu
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Una de las mutaciones más prevalentes en el CCR137 es la mutación en el gen 
APC, presente en el 70-80% de los casos; esta alta incidencia hace que sea considerada la 
responsable de la transformación maligna de la célula epitelial intestinal, ya que también 
está presente en el 75% de los adenomas (frecuencia sim lar a la observada en los 
adenocarcinomas)112. Las mutaciones del gen APC conllevan la activación de la ruta de 
señalización de WNT/β-catenina121, lo que conduce a un aumento en la tasa proliferativa 
de la célula tumoral, ya que no se produce el efecto inhibidor de la proteína APC, como 
veremos en secciones posteriores.  
De la misma forma, las mutaciones del oncogén KRAS constituyen uno de los 
eventos más tempranos en la ontogenia del CCR, habiéndose detectado incluso en tejido 
epitelial normal, en ausencia de rasgos histológicos aberrantes57,137. Las mutaciones de 
KRAS se observan en el 20% de los adenomas y en el 40% de los adenocarcinomas 
colorrectales, siendo más frecuentes las mutaciones qu  afectan a los codones 12 y 13 del 
gen100,137,138,139. El oncogén KRAS codifica una proteína con actividad GTPasa que 
pertenece a la familia RAS, involucrada en la vía de señalización MAPK/ERK, que a su 
vez está implicada en las vías de activación de múltiples funciones celulares entre las que 
destacan la proliferación, diferenciación y supervivencia celular, como veremos más 
adelante140,141. Además, la presencia de mutaciones en el gen KRAS condiciona el 
tratamiento de pacientes con CCR metastásico, al haberse demostrado la asociación entre 
la presencia de mutaciones en con la resistencia al trat miento con anticuerpos anti-
EGFR90,142,143,144. Otras alteraciones secundarias en el CCR afectan a los genes 
pertenecientes a la vía de señalización MAPK/ERK: BRAF y NRAS, cuyas mutaciones 
tienen un potente un valor pronóstico, asociándose su presencia con periodos de respuesta 
al tratamiento y tiempos libres de progresión más cortos102. 
Otras de las alteraciones genéticas tempranas en el CCR esporádico, incluyen las 
mutaciones del gen TP53. Las mutaciones de TP53 están presentes en el 20% de las fases 
más avanzadas de adenoma, y también en la gran mayoría (75%) de los adenocarcinomas 
colorrectales57,58. Desde hace décadas se conoce que TP53 actúa como gen supresor 
tumoral, con un papel central en la inducción de apoptosis asociada al daño en el ADN145. 
Las alteraciones de este gen, ya sean mutaciones asociadas o no, a deleciones de la región 
cromosómica 17p13, conllevan la producción de una proteína funcionalmente alterada, lo 
que favorece la supervivencia y el crecimiento tumoral. A nivel clínico, las alteraciones de 
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TP53 se asocian a estadios avanzados de la enfermedad, r lacionándose con procesos de 
invasión vascular y linfática en los CCR distales146.  
El gen DCC (abreviado del inglés “Deleted in Colorectal Cancer”), localizado en 
la región cromosómica 18q21, sufre diferentes alteraciones entre las que se incluyen 
mutaciones puntuales y pérdidas alélicas, que se obrvan en el 70% de los CCR 
esporádicos. Estas alteraciones tienen como consecuencia final la disminución de la 
expresión o la pérdida de funcionalidad del receptor transmembrana DCC, lo cual conlleva 
una pérdida de su capacidad de inducir muerte celular por apoptosis. Además esta 
alteración en DCC se ha visto que está asociada a un peor pronóstico147.  
Recientemente, nuestro grupo de investigación ha identificado otras alteraciones 
cromosómicas responsables de la ontogenia de la enfermedad. Entre ellas, cabe destacar 
las ganancias de los cromosomas 7, 8q, 13q, y 20q148,149,150,151,152. Las ganancias del 
cromosoma 7 tienen especial relevancia clínica ya que en este cromosoma están 
codificados genes involucrados directamente en la génesis del CCR esporádico como el 
gen WNT2 (localizado a nivel de 7q31), cuya sobreexpresión es crucial para la activación 
de la vía de señalización WNT/β-catenina. Además, en la región cromosómica 7p12 se 
encuentra el gen EGFR, el cual codifica el receptor de EGFR, proteína que es la diana 
terapéutica de los anticuerpos monoclonales anti–EGFR empleados en la actualidad en el 
tratamiento del CCR metastásico. Por otra parte, las alteraciones numéricas que afectan al 
cromosoma 8 se caracterizan principalmente por pérdidas del brazo corto y ganancias del 
brazo largo, donde se localizan varios genes supresores de tumores (PPP2CB, LPL, 
MTUS1) y el oncogén CMYC, cuya sobre-expresión se ha asociado también a un 
pronóstico adverso153. Finalmente, las ganancias de los cromosomas 13q y 20q, 
constituyen uno de los eventos genéticos más frecuentes, estando presentes en más de la 
mitad de los CCR esporádicos y detectándose también en adenomas. En estas regiones se 
ubican genes (GPC5, IGF2, AURKA, RNPC1 ADRM1 y TCFL) que se han relacionado 
directamente con procesos de CIN implicados en la otogenia y la transformación maligna 
del CCR154.  
También se deben destacar las alteraciones genéticas implicadas de forma directa 
en la progresión y aumento de la agresividad del tumor, ya que favorecen su crecimiento 
y/o capacidad de invasión. Entre ellas, se incluyen alteraciones en los genes de la familia 
SMAD (SMAD2, SAMD3 y SMAD4), integrantes de la vía de señalización TGF-β, 
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involucrada en procesos de diferenciación celular y en la progresión metastásica del 
CCR155.  
Aproximadamente, el 20% de los CCR presentan mutaciones a nivel del gen 
PIK3CA, gen involucrado en la vía de señalización PIK3/AKT efectora de EGFR, 
asociándose de forma directa con la respuesta al trt miento con anticuerpos monoclonales 
anti-EGFR, aunque en la actualidad la determinación del estado mutacional PIK3CA no 
está incluida en las recomendaciones de las guías oncológicas internacionales como factor 
pronóstico de respuesta al tratamiento90. 
Entre otros mecanismos moleculares implicados en la CIN, se han observado 
niveles aumentados de expresión de quinasas tales como, AURKA y PLK1, 
particularmente en CCR esporádicos en progresión156. También la pérdida de la función 
telomérica constituye otro de los mecanismos causante  de CIN157. En este contexto, 
diferentes estudios han demostrado que el acortamiento d  los telómeros está directamente 
relacionado con la ontogenia y la transformación malign  del CCR156,157, al demostrarse un 
aumento de la actividad telomerasa asociada a la progresión de la enfermedad157.  
 
2.3.2. Inestabilidad de microsatélites (MSI).  
La MSI es una alteración en el ADN de las células por la que el número de 
repeticiones de los microsatélites (secuencias cortas de bases de nucleótidos que se repiten 
de docenas a cientos de veces dentro del genoma) está alterado. Esta alteración se 
encuentra aproximadamente en el 10-15% de CCR esporádic s158 y en más del 95% de 
CCR hereditarios no asociados a poliposis, en concreto, en el Síndrome de Lynch. 
La causa de la MSI puede ser un defecto o un desajuste de la capacidad de reparar 
errores en los microsatélites cuando el ADN se copia en la célula. El elemento clave es la 
disfunción de las proteínas reparadoras del ADN (MMR) debido a mutaciones o 
alteraciones epigenéticas en los genes que codifican para estas proteínas (MLH1, MSH2, 
MSH6 y PMS2), de tal modo que las células con capacidad de reparación de ADN 
deficiente debido a la alteración de los genes MMR acumulan errores de ADN en los 
microsatélites, que se encuentran distribuidos por todo el genoma. Los microsatélites 
pueden encontrarse en regiones intrónicas, pero también pueden encontrarse en regiones 
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codificantes de genes que tienen un papel importante e  la regulación del ciclo celular, 
siendo de especial importancia la inactivación de genes supresores tumorales por la 
alteración de la secuencia de microsatélites de region s codificantes, lo que se denomina 
“hipermutación somática”.  
En este sentido, los síndromes de cáncer colorrectal hereditario no asociado a 
poliposis (CCHNP o síndrome de Lynch) se caracterizan por presentar una mutación 
germinal en las proteínas MMR que se hereda de manera autosómica dominante. En el 
síndrome de Lynch, se desarrolla la inestabilidad de microsatélites en los adenomas 
convencionales y conduce a la progresión rápida al cáncer. Al tratarse de mutaciones en 
línea germinal, los pacientes suelen presentar tumores a edades jóvenes (<50 años) tanto 
en el colon como en otros órganos como por ejemplo el ovario, la vejiga o el endometrio. 
En el 95% de los casos las mutaciones se encuentran en MLH1 y MSH2159. 
Sin embargo, en la mayoría de los CCR esporádicos con MSI, el defecto en la 
función de MMR no es una mutación específica en el propio gen, sino que se trata de una 
hipermetilación de las islas CpG del promotor de los genes que codifican las proteínas 
MMR (en la mayoría de las ocasiones afectando a MLH1), lo que conlleva a un 
silenciamiento del gen. Estos casos se caracterizan por mostrar frecuentemente metilación 
bialélica del promotor del gen MHL1 (80% de los casos), tener menor expresión proteica 
de MLH1 y PSM2, cariotipos diploides (en cerca del 70-75% de los casos), y mutaciones a 
nivel de gen BRAF115,160,161.   La mutación activadora V600E del oncogén BRAF se 
encuentra en el 40-50% de CCR esporádicos con MSI, está altamente asociada con  la 
metilación del promotor de MLH1, y está ausente en el síndrome de Lynch. La aplicación 
clínica de este hecho es que si un tumor presenta pérdida de MLH1 mediante técnicas de 
inmunohistoquímica (IHQ), se debe realizar estudio mutacional del gen BRAF, y si esta 
resultase positiva, se descartaría la posibilidad de un síndrome de Lynch.  
Este tipo de tumores se localizan con mayor frecuencia en el colon derecho, 
suelen ser adenocarcinomas pobremente diferenciados o medulares y suelen presentar un 
marcado infiltrado inflamatorio linfocitario peri e intratumoral. Los pacientes con tumores 
con MSI suelen tener mejor pronóstico que los pacientes con tumores con CIN162, 
especialmente en pacientes en los que existe afectación ganglionar y/o tumores en estadio 
III 163. La determinación del grado de MSI en el CCR constituye un factor clave a la hora 
de definir el abordaje terapéutico más adecuado, ya que los casos con MSI elevada son 
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resistentes a los fármacos citostáticos de la famili  del 5-Fluorouracilo (5-FU)164. Por el 
contrario, estudios recientes basados en inmunoterapia asocian esta alteración con una 
respuesta favorable a anticuerpos monoclonales anti-PDL194. La determinación del estado 
de las proteínas reparadoras del ADN puede realizarse mediante técnicas de IHQ y/o 
empleando técnicas de biología molecular enfocadas l nálisis del estado mutacional de 
los genes más frecuentemente alterados (MLH1 y PSM2). 
 
2.3.3. Fenotipo metilador de islas CpG (CIMP) 
Una tercera vía por la que puede progresar el CCR es mediante la metilación de 
islas CpG ("CpG island metylator phenotype” o CIMP)165. Esta vía consiste en la 
hipermetilación de secuencias de dinucleótidos CpG  localizados en las regiones 
promotoras de genes que intervienen en la regulación del ciclo celular, la apoptosis, la 
angiogénesis, la reparación del ADN, la invasión y la adhesión celular. La hipermetilación 
de la secuencia CpG del promotor del gen conlleva el silenciamiento e inactivación de 
genes supresores de tumores tales como TP16, CDHI y MLH1. La metilación generalizada 
de las islas CpG se conoce como CIMP de alta frecuencia (CIMP-H), y es un mecanismo 
diferente al silenciamiento por metilación limitado que se produce en la mayoría de los 
CCRs166. CIMP-H es un rasgo característico de CCRs que surgen en la vía serrada, y está 
presente aproximadamente el 20-30% de CCR, incluyendo casi todos los tumores que 
tienen silenciamiento de MLH1 por hipermetilación. Las características clínicas de estos 
tumores son similares a las de los CCR con MSI167.  
La base genética subyacente del fenotipo CIMP-H es poco conocida, pero hay 
evidencia de que tanto factores genéticos como ambientales (por ejemplo el tabaquismo o 
la supresión de estrógenos) pueden estar asociados con el desarrollo de carcinomas por la 
vía serrada. Los factores genéticos y epidemiológicos ontribuyen a la metilación de 
adenomas serrados, lo que predispone al silenciamiento mediante metilación de MLH1, del 
gen de reparación del ADN Methylguanine Methyltransferase (MGMT) y de otros genes, 
lo que conduce a la progresión a adenocarcinoma.  
Un hecho que se produce de manera temprana y que se asocia con la progresión 
de adenoma a carcinoma es el silenciamiento del gen supresor tumoral p16INK4a, cuya 
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pérdida de función provoca la proliferación celular incontrolada, dando lugar a una 
transformación neoplásica.168 
 
2.3.4. Vía inflamatoria 
La inflamación crónica es hecho crítico para la iniciación y la progresión del 
CCR. Esto es respaldado por el hallazgo de fuertes asociaciones entre la EII y el CCR, y 
por los hallazgos que apoyan los efectos positivos del uso crónico de AINEs en el CCR. 
Existen múltiples mediadores de la inflamación que pr disponen a un individuo a 
desarrollar un  carcinoma. Los posibles mecanismos i plicados son el mantenimiento del 
crecimiento celular a través de la promoción del sistema antiapoptótico y el aumento del 
daño al ADN mediante la activación de las especies mutagénicas reactivas de oxígeno y 
nitrógeno. Otros mecanismos pueden ser la producción de factores de crecimiento 
angiogénicos y linfangiogénicos, y los cambios de los sistemas de membrana para facilitar 




2.4. VÍAS MOLECULARES IMPLICADAS EN EL CCR 
2.4.1. Vía de señalización WNT/β-catenina  
Una mutación inicial clave en el desarrollo del CCR es la mutación del gen 
supresor tumoral APC, involucrado tanto en casos esporádicos de inestabilidad 
cromosómica como en poliposis adenomatosas familiares (FAP) por la mutación de la 
línea germinal171. En el síndrome FAP se ha identificado una mutación germinal del gen 
APC en el 60-80% de las familias119. En el 70-80% de los CRC esporádicos se 
encuentran mutaciones en APC, que ocurren de manera temprana durante el desarrollo 
neoplásico171. Puesto que parece que la inactivación del gen APCes necesaria para el 
desarrollo de adenomas, este ha sido denominado comgen "gatekeeper" de la neoplasia 
colorrectal172. El gen APC es un gen supresor de tumores implicado en la vía de 
señalización APC/β-catenina/Tcf (vía WNT), relacionada con el desarrollo embrionario y 
la renovación epitelial intestinal. 
La vía de señalización de WNT/β-catenina constituye una vía clave durante el 
desarrollo embrionario al estar involucrada en proces s de morfogénesis y diferenciación 
celular, encaminados a la generación de los diferent s órganos; en el intestino, su principal 
función es la renovación del tejido epitelial. La importancia clínica de esta vía ha sido 
demostrada por mutaciones que conducen a gran variedad de enfermedades, incluyendo 
CCR. En este sentido, la vía de señalización de WNT/β-catenina se encuentra alterada en 
la gran mayoría de los tumores colorrectales (93% de los casos), siendo las alteraciones 
más frecuentes las mutaciones en los genes APC y CTNNB1, presentes en el 75% y 15% 
de los casos, respectivamente. Ambas mutaciones son mutuamente excluyentes y se 
asocian a tumores con características biológicas diferentes; así, mientras que las 
mutaciones en CTNNB1 (β-catenina) son más frecuentes en adenomas pequeños con 
poder invasivo limitado, las mutaciones en el gen APC se asocian a tumores invasivos de 
mayor tamaño.  Los ligandos de WNT se unen a los receptores de la familia de proteínas 
Frizzled y a sus co-receptores dando lugar a la inactivación de un complejo citoplasmático 
de proteínas que incluye las proteínas APC y axina, que promueven la degradación de β-
catenina en el proteosoma, La inactivación de APC se traduce en un aumento de la señal 
de la vía WNT, por la falta de degradación β-catenina. La acumulación citoplasmática de 
β-catenina conduce a su traslocación al núcleo, donde se une a Tcf y forma un complejo de 
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activación de la transcripción, que promueve la transcripción, entre otros genes, de MYC y 
CCND1 (ciclina D1). La activación excesiva de ciclina D1 por mutación de APC 
contribuye al desarrollo de neoplasias en el colon al permitir que la célula escape de la 
apoptosis173. Las mutaciones en APC tienen como consecuencia la lteración de la 
proliferación, diferenciación, migración y adhesión de las células mutadas171.  
La importancia clínica de esta vía ha sido demostrada por mutaciones que 
conducen a gran variedad de enfermedades, incluyendo l cáncer de mama y próstata, 
glioblastoma, diabetes mellitus tipo 2, entre otras, por la falta de degradación de β-
catenina.27 
También pueden encontrarse mutaciones en los genes implicados en la vía 
APC/β-catenina/Tcf en tumores esporádicos con inestabilid d cromosómica que carecen 
de mutaciones en APC130. En el 48% de tumores sin mutaciones en APC se observan 
mutaciones en el gen de la β-catenina (CTNNB1) que conllevan a su activación 
constitutiva, lo que indica que en las primeras etapas de la patogénesis del CCR  están 
presentes las mutaciones en CTNNB1 y que posiblement  sustituyen a las mutaciones 
APC en las etapas de iniciación tumoral174. La actividad de β-catenina también puede 
incrementarse por alteraciones en oncogenes que regulan su actividad, como es la 
amplificación del gen de la ciclina dependiente de quinasa 8 (CDK8)175. β-catenina 
también puede interactuar con diferentes miembros de la vía Notch, reguladores de la 
diferenciación celular. Las alteraciones de la vía Notch, así como la activación de Tcf, o la 
alteración de otros genes reguladores de APC como BubR1176, están relacionadas con el 
proceso de la carcinogénesis en el CCR176,177. 
 
2.4.2. Vía de señalización de PIK3/AKT. 
Las alteraciones de la vía de PIK3/AKT suelen ocurrir de manera simultánea con 
mutaciones de APC178. Se ha visto que la presencia simultánea de mutaciones en APC y 
PIK3CA en modelos animales están asociados con un número elevado de tumores, mayor 
tamaño de los mismos, y un comportamiento más agresivo178.  
PIK3CA es un heterodímero compuesto por una unidad catalítica y una subunidad 
reguladora. Su activación, se inicia mediante señales extracelulares, especialmente por 
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señales mediadas por los factores de crecimiento del tipo insulina (IGF1 y IGF2), que 
fosforilan/activan PIK3. PIK3CA desencadena la activación de diferentes factores de 
transcripción nuclear a través de una cascada de quinasas, entre otros, activa a AKT, el 
cual puede activar CREB, inhibir p27 y activar mTOR, un regulador central del 
crecimiento y del metabolismo, cuya acción se traduce en un aumento de la supervivencia 
y de la proliferación celular La actividad de PIK3CA está regulada por PTEN, cuya 
actividad fosfatasa hace que actúe como inhibidor natural de PIK3, favoreciendo la 
apoptosis. En el CCR, se han descrito diferentes  mutaciones activadoras en el gen 
PIK3CA (9% de los casos) y/o deleciones en PTEN (10%) que activan la vía efectora de 
PIK3/AKT, estimulando la proliferación y el crecimiento celular125,179,180, como se puede 
observar en la Figura 12. Desde el punto de vista clínico, las anomalías genéticas en estos 
dos genes y en los genes involucrados en esta vía se h n relacionado con una SG más corta 
entre los pacientes con CCR esporádico181 . Así mismo, las mutaciones del gen PIK3CA 
influyen en la respuesta a Cetuximab y Panitumumab, siendo los pacientes con fenotipo 
WT aquellos que presentan respuestas más favorables179,182.  
Se ha visto que el uso prolongado de la aspirina aumenta la supervivencia en 
pacientes con CCR y con mutaciones en PIK3CA. Esto puede ser debido a una inducción 
de la apoptosis por la inhibición de PIK3CA. La activación de PIK3CA aumenta la 
actividad de COX2 y la síntesis de prostaglandinas, lo que inhibe la apoptosis en las 
células tumorales. La aspirina inhibe COX2, lo que inactiva la señalización de PIK3CA, 
favoreciendo la inducción de la apoptosis183. Estos hallazgos sugieren que el estudio 
mutacional de PIK3CA pueda ser utilizado como un biomarcador predictivo para el 
tratamiento adyuvante del CCR con aspirina183,184. 
 
2.4.3. Vía de señalización de MAPK/ERK 
La vía de señalización MAPK/ERK está integrada por diversas proteínas con 
actividad quinasa, entre las que se incluyen las proteínas de la familia RAS, activadas 
habitualmente por señales extracelulares y encargads de iniciar una cascada de activación 
(mediante fosforliaciones) de las quinasas de la familia RAF, que concluye con la 
activación secuencial de las proteínas MAPK (factores nucleares de transcripción que 
promueven la progresión del ciclo celular y la división celular). (Figura 12). En esta 
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secuencia, la proteína KRAS activa a quinasas RAF (CRAF1, ARAF y BRAF) con la 
posterior activación secuencial de MEK1/2 (MAPKK) y de las MAPKs efectoras finales 
ERK1 y ERK2.  La vía de RAS promueve la progresión del ciclo celular mediante la 
inducción de ciclina D1 (CCND1) y favorece la supervivencia de células tumorales 
inhibiendo proteínas proapoptóticas e induciendo la expresión de proteínas antiapoptóticas 
(BCL2, BCL-XL y MCL-1). Además, esta vía de contribuye la evasión de mecanismos de 
senescencia mediante la activación de la subunidad cat lítica de la telomerasa (hTERT), lo 
cual antagoniza el acortamiento de los telómeros y contrarresta los efectos de la detención 
del ciclo celular o la muerte celular en respuesta al daño del ADN mediado por p53 y p21. 
La activación de forma constitutiva de esta vía de señalización, debido a 
mutaciones en los genes KRAS y BRAF, conlleva un aumento de la proliferación celular. 
Desde el punto de vista clínico, las alteraciones gnéticas que afectan a los genes que 
codifican para proteínas de esta vía de señalización se han asociado tanto con el pronóstico 
como con la respuesta al tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-EGFR142,143. Así, 
la mutación más frecuentemente detectada del gen BRAF (BRAF V600E) se ha asociado 
con un pronóstico adverso en pacientes con CCR, debido a una mayor resistencia al 
tratamiento100,102.  
Las mutaciones activadoras en KRAS están presentes en aproximadamente el 40% 
de los CCR y fueron una de las primeras alteraciones g néticas descritas185. Las 
mutaciones de KRAS típicamente ocurren de manera temprana, pudiéndose detectar en los 
focos de criptas aberrantes o en adenomas pequeños y tienen como consecuencia la 
activación constitutiva del gen, lo que permite a la célula evadir la apoptosis y adquirir una 
ventaja en el crecimiento. Más del 90% de las mutaciones en el gen KRAS ocurren en el 
codón 12 y en el codón 13186. Las mutaciones en el codón 12 confieren un fenotipo más 
oncogénico que las mutaciones en el codón 13, lo que sugiere que las mutaciones del 
codón 13 están más implicadas en la transición adenoma-carcinoma; mientras que las 





2.4.4. Vía de señalización de TP53. 
TP53 se encuentra localizado en el brazo corto del cromos a 17 (17p13.1), es 
uno de los genes supresores tumorales más estudiados y su papel es fundamental en la 
regulación del ciclo celular, reparación del daño del ADN, regulación de la senescencia 
celular y regulación de la apoptosis188,189. La  vía de TP53 se ha encuentra alterada en más 
de la mitad de los pacientes con CCR (50%-70% de los carcinomas). Así, se considera que 
la pérdida de función de TP53 constituye uno de los eventos iniciales más habitules, a 
menudo en el punto de desarrollo de la displasia de lto grado137 (4-25%) o bien en las 
últimas etapas de la tumorogénesis190. En estadios avanzados del la enfermedad, se ha 
descrito la presencia de pérdidas de este gen en tres cuartas partes de los CCR, de los que 
solamente la mitad presenta el otro alelo mutado, con la consiguiente pérdida de función 
de la proteína; en la otra mitad de los pacientes, TP53 mantendría intacta su función191,192. 
Las alteraciones de TP53 conllevan una inhibición de la apoptosis y un aumento de la 
supervivencia, y con ello, una proliferación celular descontrolada.   
 
2.4.5. Vía de señalización de TGF-β.  
La proteína TGF-β pertenece a una familia de citoquinas anti-inflamatori s 
involucradas en la proliferación, diferenciación, adhesión y migración celular. 
Habitualmente, el epitelio intestinal normal muestra expresión de TGF-β, que actúa como 
inhibidor del ciclo celular, jugando un papel esencial en la formación del tejido y el 
mantenimiento de su homeostasis fisiológica. Sobre esta vía se ha descrito que se 
encuentra alterada en más de la mitad (57%) de los CCR, habiéndose identificado 
diferentes alteraciones en los distintos componentes de la cascada de señalización activada 
por TGF-β, involucrados en el CCR en procesos de carcinogénesis, angiogénesis, 
metástasis e inmunosupresión193. La activación de la vía de señalización de TGF-β 
comienza habitualmente con la unión de TGF-β a su receptor de membrana, lo cual activa 
una cascada de fosforilaciones que tienen como resultado final la formación de un 
complejo integrado por diversas proteínas de la familia SMAD: Smad2, Smad3 y Smad4. 
Este complejo se dirige al núcleo donde regula la transcripción de diferentes genes diana 
como CDKN1A, CDKN1B o CDKN2B, cuya función es la detención del ciclo celular193.  
Las mutaciones y/o deleciones en SMAD2 y SMAD4, están directamente relacionadas con 
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la ontogenia del tumor, constituyendo la pérdida de 18q uno de los eventos iniciales 
involucrados en la transición de adenoma a adenocarcinoma de colon155. Todas estas 
alteraciones en los componentes de esta cascada de señalización bloquean la vía TGF-β, 
actuando como promotores del desarrollo tumoral194. Recientemente, algunos estudios han 
demostrado la existencia de una estrecha relación entre sta la vía de señalización de TGF-
β y un mayor grado de progresión tumoral, invasión y metástasis195, en las que estarían 
implicados diferentes mecanismos. En este sentido, cabe señalar que varios estudios 
refieren su implicación en el proceso de transición epitelio-mesenquima (EMT) al inducir 
expresión de Snail, Slug y Twist196,197. 
 
2.4.6. Vía de señalización de Notch. 
 Las proteínas involucradas en la vía de señalización de Notch se expresan 
de forma habitual en las células de la zona basal de as criptas intestinales, siendo 
esenciales para una correcta maduración del epitelio intestinal. En términos generales, son 
proteínas que están involucradas en la regulación de las células progenitoras y en el 
proceso de diferenciación celular, sobre todo en las células caliciformes198.  
En esta vía a menudo es activada a través de la vía de EGFR y en ella las 
proteínas ligando (Delta-like y Jagged) se unen a la porción extracelular de las proteínas 
transmembranas Notch (Notch1-4) induciendo su rotura proteolítica con la liberación 
posterior de su porción intracelular (NICD); este fragmento intracelular se trasloca al 
núcleo donde induce la expresión de reguladores tran c ipcionales de la familia HES, que 
dirigen la proliferación celular durante la embriogénesis. Además también modulan la 
actividad de algunos genes reguladores del ciclo celular, y de HER2, y promueven la 
activación de las vías de señalización de NF-κB y PI3K. La inactivación de esta vía en las 
células progenitoras conlleva una diferenciación acelerada y prematura199.  
En el CCR, la vía de señalización Notch podría estar implicada en los estadios 
iniciales de la enfermedad y concretamente, en la transición de tejido intestinal normal a 
adenoma, encontrándose alterada en el 75% de los cas 199. No obstante, hoy se reconoce 
que esta vía no solo participaría en el proceso de carcinogénesis, sino que podría jugar 
también un papel importante en la progresión del tumor, interviniendo en el proceso de 
invasión tisular al favorecer el cambio fenotípico que sufren las células tumorales en la 
62 
 
EMT, reflejado en un aumento de la expresión de proteínas involucradas en el proceso 
EMT como CD44, Slug y Smad3 en tumores que asocian alteraciones en la vía de 
activación de Notch1200.  
 
2.4.7. Vía de señalización Hedgehog. 
 Aunque la vía de señalización de Hedgehog (Hh) se descubrió y estudió 
primeramente debido al importante papel que desempeña durante el desarrollo 
embrionario, más recientemente se ha puesto de manifiesto su implicación en una gran 
variedad de tumores y en el mantenimiento de las células madre de algunos tejidos201,202. 
La vía de señalización Hh es compleja y se han identificado tres genes Hedgehog (sonic 
Hedgehog (SHH), Indian Hedgehog (IHH) y desert Hedgeho  (DHH)), dos genes Patched 
(PTCH1 y PTCH2) y 3 genes GLI (GLI1, GLI2 y GLI3).  Normalmente, la vía de 
señalización de Hh está regulada negativamente por el gen supresor de tumores PTCH1 
que inactiva la proteína de la familia Frizzled, Smoothed (SMO). Cuando los ligandos de 
Hh (entre ellos SHH) se unen a PTCH1, contrarrestan la i hibición de SMO e inician una 
cascada de señales que resulta en la activación de los factores de transcripción GLI (GLI1 
y GLI2), que promueven la transcripción de genes implicados en el crecimiento y 
proliferación celular, angiogénesis, remodelamiento de la matriz extracelular y la 
homeostasis celular, tales como NMYC y BCL2, las proteínas WNT203 o los factores de 
transcripción de la familia de Forkhead204. Por lo tanto, esta ruta es fundamental en la 
regulación, crecimiento y organización de los patrones histológicos de diferentes órganos, 
particularmente de los gastrointestinales. 
En el CCR se ha observado que la sobre-activación de esta vía de señalización en 
células progenitoras tumorales confiere un fenotipo más proliferativo asociado a un mayor 
crecimiento tumoral, a la vez que una mayor capacidad invasiva205. Así, a modo de 
ejemplo, varios estudios han puesto de manifiesto que existe un aumento gradual de la 
expresión de las proteínas Smo y Gli1 por IHQ en la tr nsición adenoma-
adenocarcinoma202, y han correlacionado la sobre-expresión de Gli1 con la presencia de 




2.4.8. Vía de señalización de NF-κB/IKK.  
El factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B 
activadas (NF-κB) es un complejo proteico que controla la transcripción del ADN.  NF-kB 
se encuentra en la mayoría de tipos de células animales y está implicado en la respuesta 
celular frente a estímulos como el estrés, las citoqu nas, radiación ultravioleta, LDL 
oxidadas y antígenos bacterianos o virales207. El NF-κB juega un papel clave en la 
regulación del sistema inmune, concretamente de la inmunidad innata, y la respuesta 
inflamatoria asociada a la misma208. En este sentido, se ha descrito que los pacientes con 
EII tienen un mayor riesgo de desarrollar CCR, constituyendo estos casos aquellos en los 
que la activación de esta vía de señalización tendría mayor relevancia en el desarrollo del 
tumor208. La activación de NF-κB -RelA (p65), RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-κB1) y 
p52/p100 (NF-κB2) habitualmente está asociada a fosforilación de la proteína quinasa 
IKK, y mediante este mecanismo, la se produce la ubiquitinación y degradación del 
inhibidor de NF-κB Iκβ, en el citoplasma; como consecuencia, se libera el dímero p50/p65 
que se trasloca al núcleo donde activa la transcripción de genes diana. Así, se cree que la 
activación constitutiva de NF-κB/IKK iniciada por citocinas pro-inflamatorias como TNF-
α o IL-1, podría provocar un incremento en la transcripción de genes involucrados en la 
proliferación celular (CCDN1, CMYC), genes con actividad anti-apoptótica de la familia 
de BCL2 y genes involucrados en la amplificación de la respu ta inflamatoria (COX-2) 
208. Además de haberse relacionado con la ontogenia tumoral, esta vía de señalización se 
ha involucrado también en la progresión del CCR, al asociarse con una mayor actividad 
angiogénica cuando se detectan niveles elevados de  NF-κB. En la actualidad, se desarrolla 
una búsqueda de fármacos que actúen sobre moléculas de NF-κB, no sólo para el manejo 
de enfermedades inflamatorias sino también para el uso durante el tratamiento de tumores 





















































































































































































































En condiciones fisiológicas, todas las vías de señalización anteriormente descritas 
interaccionan entre sí con el fin de regular process de proliferación, diferenciación y 
supervivencia celular, y mantener una homeostasis funcional equilibrada a nivel del 
epitelio intestinal. La presencia de alteraciones en alguna de ellas, conlleva una 
desregulación de las interacciones normales y la afectación de alguna de estas funciones 
celulares, incluyendo el incremento descontrolado de las células tumorales, asociado a 
alteraciones en la diferenciación celular y tisular y la creación de un microambiente (ej. 
respuesta inmune) que promueve, no solo el mantenimi to y expansión del tumor, sino 




2.5. IMPLICACIONES CLÍNICAS DE LAS 
ALTERACIONES GENÉTICAS DEL CCR. 
2.5.1. Implicaciones de las vías de progresión para la detección 
y prevención del CCR.  
La colonoscopia de cribado es más eficaz para la prevención de la CCR izquierdo 
que derecho, y se cree que esta diferencia se debe al predominio de la progresión del 
adenoma-carcinoma por la vía convencional en el colon izquierdo, comparada con la vía 
de progresión del adenoma-carcinoma serrado en el colon derecho. El fracaso de la 
detección y prevención del cáncer de colon derecho parece estar relacionado con las 
dificultades que existen en la identificación endoscópica de las lesiones serradas así como 
por sus características moleculares211. Los pólipos serrados son más difíciles de extirpar 
completamente, y también tiene un mayor riesgo de progresión por la adquisición de 
alteraciones en la reparación del ADN e inestabilidad e microsatélites.  
 
2.5.2. Marcadores pronósticos genéticos. 
2.5.2.1. Estudio de proteínas reparadoras del ADN (MMR) 
De las alteraciones moleculares estudiadas, la que ha surgido como marcador 
pronóstico de mayor utilidad es la presencia de MSIy la pérdida de función de MMR, ya 
que se puede determinar de manera sencilla y con un bajo coste, mediante técnicas de IHQ. 
Múltiples estudios han puesto de manifiesto que  la deficiencia de MMR es un marcador 
predictivo de un buen pronóstico, independientemente de otras variables212, y esto puede 
ser debido a que los tumores con MSI presentan mayor respuesta linfocitaria peritumoral. 
Esto tiene relevancia para la enfermedad en estadio II ya que se ha visto que la 
quimioterapia adyuvante basada en 5-FU no es efectiva en estos pacientes213. Dado el 
pronóstico favorable y la falta de beneficio de la quimioterapia adyuvante basada en 5-FU, 
muchos autores sugieren que los pacientes con cáncer colorrectal en estadio II con un 
fenotipo MSI-H no deben ser tratados con quimioterapia adyuvante103. Las guías de 
manejo clínico actuales incluyen la incorporación del estado MMR junto con otros factores 
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clínicos y patológicos para identificar subgrupos de pacientes que no obtendrán beneficios 
potenciales de la quimioterapia adyuvante84. 
 
2.5.2.2. Alteraciones genéticas con implicación pronóstica 
A pesar de los grandes progresos que se han obtenido  la identificación de las 
alteraciones genéticas involucradas en el desarrollo de  CCR, las alteraciones genéticas 
generadoras de fenotipos celulares más agresivos en las etapas más avanzadas de la 
enfermedad, son mucho más desconocidas. Con el fin de avanzar en el conocimiento de las 
alteraciones genéticas involucradas la progresión de la enfermedad se han llevado a cabo 
diferentes estudios genéticos, utilizando una gran diversidad de técnicas, desde la 
citogenética convencional (CC) hasta las técnicas de ecuenciación masiva o arrays de alta 
densidad, en las que se han analizado de forma simultánea los tumores primarios y las 
metástasis del mismo paciente214,215,216,217,218. Estos resultados han mostrado la existencia 
de cariotipos complejos presentes ya en los tumores p imarios, asociados a fenotipos 
celulares más agresivos, donde al menos se detectan al eraciones en 7 regiones 
cromosómicas ya sean numéricas o estructurales, además, de la presencia de más de un 
clon tumoral en la mayoría de los tumores metastásicos analizados214,215,216,217,218. Además, 
estos estudios han permitido identificar tanto las alteraciones presentes en el clon tumoral 
que comparten el tumor primario con las metástasis hepáticas, como las nuevas 
alteraciones (adquiridas) en las muestras metastásicas, probablemente como consecuencia 
a la adaptación al nuevo microambiente tumoral que la célula neoplásica coloniza el 
hígado219,220,221. 
Mediante el análisis del número de copias cromosómicas (Figura 13) con técnicas 
de hibridación in situ fluorescente sobre núcleos interfásicos (iFISH) se han observado 
deleciones de los brazos cromosómicos 17p y 18q, así como ganancias del cromosoma 7 o 
de las regiones cromosómicas 8q, 13q y 20q; todas ellas alteraciones presentes de forma 
sistemática (80% de los casos) tanto en tumores primarios como en las correspondientes 
muestras metastásicas219. Mientras que la ganancia de 1q y pérdidas de las regiones 
cromosómicas 1p, 9p, 11q, 17q219 se detectan de forma preferente en las muestras 
metastásicas. Estos hallazgos se han confirmado mediant  técnicas de alta densidad, así, 
con arrays de polimorfismos de nucleótido único (SNPs) han sido identificadas 
alteraciones cromosómicas adquiridas en las metástasis, no presentes en tumores primarios 
 
(deleciones del cromosoma 4 y de 10q, así como ganancias en 5p y 6p
que en todas estas regiones cromosómicas 
proteólisis (MMP2), adhesión 
BCL2L1) y crecimiento celular 
celular al microambiente hepático
alteraciones genómicas en las diferentes formas metastásicas; así, en las metástasis 
ganglionares se han encontrado
21q en comparación con los tumores primarios, mientras que
se observó un número aún mayor de alteraciones, caracterizadas por deleciones en los 
brazos cromosómicos 2q, 5q, 8p, 9p, 10q, 11p y 21q y ganancias de las regiones 
cromosómicas 1q, 11q, 12qter, 17q12
primarios. Estos hallazgos sugieren
representa vías independientes en el proceso de invasión tumoral
 
Figura 13.Representación esquemática de un cariotipo de un tumor metastásico sincrónico 
de un CCR indicando las alteraciones cromosómicas más frecuentes (rojo, pérdidas y azul, 
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Dentro de las primeras investigaciones relacionadas con la identificación de las 
alteraciones genéticas involucradas en el proceso metastásico del CCR se encuentra el 
estudio del estado mutacional del gen KRAS en muestras pareadas de tumor primario y 
metástasis, no solo por la importancia que tiene en el abordaje terapéutico de estos 
pacientes sino también por la implicación en el proces  de carcinogénesis. Diferentes 
estudios evidenciaron la gran concordancia entre el estado mutacional de KRAS entre los 
tumores primarios y las metástasis pareadas corroborand  la presencia de esta alteración 
genética como uno de los eventos primarios que desencad nan la enfermedad226,227. 
También se han realizado estudios comparativos entre CCR primarios y sus metástasis 
sincrónicas, evaluando la correlación existente en el estado mutacional de genes 
seleccionados tanto por su importancia a nivel biológ co del tumor como del abordaje 
clínico de los pacientes (KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA y TP53) concluyendo que existe 
una gran concordancia entre las mutaciones de los genes RAS y PIK3CA entre el tumor 
primario y la metástasis, mientras que las mutaciones de TP53 son más frecuentes en las 
muestras metastásicas228. En contraposición a estos resultados, diversos autores han 
encontrado discrepancias en el estado mutacional de estos genes entre tumores primarios y 
sus correspondientes metástasis, observándose una gran concordancia del estado 
mutacional del gen KRAS entre tumores primarios y sus metástasis y no en otros genes 
analizados (NRAS, BRAF y PIK3CA)229. Estas discrepancias no solo se han detectado entre 
los tumores primarios y las metástasis hepáticas, sino que también se han visto en muestras 
de ganglios regionales metastásicos230.  
 Con las nuevas técnicas de secuenciación masiva se h corroborado en muestras 
pareadas tumor primario y metástasis la elevada concordancia del estado mutacional de la 
mayoría de los genes analizados, detectando resultados discordantes en las mutaciones en 
los genes TP53, SMAD4 y PTEN, lo que subraya la importancia tanto de estos genes y d  
las vías de señalización que controlan en el proceso metastásico227,228. 
A nivel genómico también se han descrito las alteraciones detectadas en los 
niveles de expresión de los genes involucrados en procesos de angiogénesis, adhesión y 
migración celular, empleando microarrays de alta densi ad. Por ejemplo, se ha observado 
una relación directa entre los elevados niveles del CEA y genes involucrados en los 
procesos de adhesión, o angiogénesis, con fenotipos metastásicos (Tabla 6)231. 
Recientemente, otros estudios han puesto de manifiesto anomalías en los niveles de 
expresión génica mediante arrays de alta densidad,  permitiendo identificar no solo 
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diferencias en la expresión entre el tejido intestinal normal y los tumores primarios, sino 
también diferencias en los niveles de expresión génica entre las metástasis hepáticas y sus 
correspondientes tumores primarios, emergiendo la vía de señalización TFG-β como una 
de las vías candidatas a desempeñar un papel importante en el proceso metastásico de la 
enfermedad220. 
 
Tabla 6 Genes con alteraciones en sus niveles de expresión implicados en el proceso 
metastásico (adaptado de Katayama et al.231) 
EXPRESIÓN GEN ALTERADO CARACTERISTICAS DEL GEN PROCESO AFECTADO 
  MMP-7 Matriz metaloproteasa. Matrilisina 
Proteólisis  
  MMP-2,-9 Matriz metaloproteasa. Gelatinasa 
  MMP-1, -8, -13 Matriz metaloproteasa. Colagenasa 
  TIMP-1 Inhibidor MMP 
  uPAR 
Activación del sistema plasmin-
plasminógeno 
  ICAM-1 Superfamilia de las inmunoglobulinas 
Adhesión celular 
  VCAM-1 Superfamilia de las inmunoglobulinas 
  E-CADHERIN Cadherina 
  CD44 Receptor ácido hialurónico 
  CEA Molécula adhesión. Glicoproteina 
  VEGF Factor de crecimiento 
Angiogénesis 
  PD-ECGF Factor de crecimiento 
  TRIAL-R Recepto de membrana Supervivencia 
  CXCR4 Receptor de membrana para citosina Migración 
       : infra-expresión,    : sobre-expresión 
 
 
2.5.3. Implicaciones clínicas de la heterogeneidad genética a 
del CCR a nivel intra-tumoral  
Hoy se conoce que el CCR es una enfermedad compleja en l  que se incluye un 
grupo amplio de tumores, muy heterogéneo desde el punto de vista biológico y clínico, e 
incluso con una variabilidad en la tanto en la superviv ncia como en la  respuesta a los 
distintos tratamientos administrados, incluso entre casos que comparten características 
histopatológicas similares232,233. Los análisis genéticos han mostrado además que los 
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tumores de distintos pacientes presentan también perfiles genómicos diferentes y con 
combinaciones de alteraciones genéticas muy variables que podrían en gran medida, ser las 
responsables de explicar la heterogeneidad clínico-biológica observada234,235,236. En este 
contexto, hay que tener en cuenta además la existencia de heterogeneidad celular dentro de 
un mismo tumor, donde con mucha frecuencia coexisten diferentes clones de células 
tumorales219,237..  
Los trabajos iniciales a este respecto estaban dirigidos a la caracterización de 
clones portadores de distintas alteraciones cromosóicas, identificados mediante CC. Así, 
en los primeros trabajos realizados, al analizar lesiones epiteliales malignas mediante CC, 
se evidenció la coexistencia de distintos subclones de células tumorales, siendo cada uno 
de ellos portador de diferentes alteraciones cromosó icas238. Esta heterogeneidad genética 
frecuentemente se traduce en heterogeneidad morfológica, lo cual obliga a que los estudios 
en los que se basa el diagnóstico y clasificación histopatológica del tumor tengan 
obligatoriamente que realizarse sobre diferentes secciones del tumor para poder así 
establecer de forma más precisa el grado histológico más prevalente dentro del 
mismo238,237.  
Posteriormente, el estudio de la heterogeneidad genética del CCR a nivel 
intratumoral, se centró en el análisis y comparación de los perfiles citogenéticos219y 
moleculares en distintas regiones del tumor. Con estos estudios se concluye que en cada 
CCR existen: i) alteraciones cromosómicas primarias como aquellas alteraciones presentes 
en todas de las células neoplásicas de un mismo tumr y que posiblemente están 
relacionadas con los eventos iniciadores de la carcinogénesis y ii) aquellas alteraciones 
genéticas que se detectan en una proporción de las células neoplásicas del tumor que serían 
fruto de la inestabilidad cromosómica en las células tumorales a nivel local, y base de la 
generación de heterogeneidad genética a nivel intratumoral. También se han investigado 
las posibles diferencias entre distintas zonas de un mismo tumor analizando la variabilidad 
genética y genómica existente entre las células del CCR localizadas en la zona periférica 
del tumor y aquellas ubicadas en la zona central del mismo, a nivel de célula individual, 
constatándose que los CCR presentan una gran heterog n idad a nivel intratumoral con 
distintos perfiles de expresión en las diferentes regiones analizadas239. Así se ha observado 
que, mientras que en las regiones periféricas las células expresaban genes relacionados con 
la división, la adherencia y la migración celular como parte de la adaptación del tumor al 
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microambiente tumoral, las células de la zona central del tumor expresaban un perfil de 
genes implicados en la regulación de la proliferación elular. 
Los estudios más recientes en los que se analiza la heterogeneidad genética del 
CCR a nivel intratumoral, se han centrado en establecer la posible relación clonal existente 
entre las distintas lesiones neoplásicas presentes  l tejido tumoral de cada paciente. En 
este sentido, diferentes estudios han sugerido que det rminados perfiles genéticos 
compartidos por los clones de células tumorales preent s en el tumor primario de 
pacientes con CCR y en sus correspondientes metástasis, f cilitaría el desarrollo de un 
fenotipo invasivo y un comportamiento clínico más agresivo240,241. Nuestro grupo de 
investigación, empleando técnicas de FISH, ha podido establecer la existencia de una 
relación directa entre la presencia de clones tumorales con cariotipos complejos en el 
tumor primario y la existencia de metástasis hepáticas sincrónicas. En este estudio, se 
constata la presencia de clones de células tumorales con perfiles genéticos superponibles a 
los del propio tumor primario, asociadas a la aparición de nuevas alteraciones genéticas 
características de fenotipos más agresivos de CCR y/o de la adaptación de las células 
tumorales al nuevo microambiente tisular del hígado220,242. 
Además, la heterogeneidad intratumoral también tiene mplicaciones en lo que se 
refiere a la respuesta al tratamiento como veremos en la siguiente sección243. La 
coexistencia en un mismo tumor de células sensibles y células resistentes al tratamiento 
está asociado con la existencia de diferentes clones de células tumorales portadores cada 
una de ellos de determinadas alteraciones genéticas que les hacen invulnerables a los 
tratamientos administrados, una de las principales cau as de resistencia al tratamiento y de 
progresión de la enfermedad. Por todo ello, sin duda, el estudio de la heterogeneidad 
genética del CCR a nivel intra-tumoral, constituye no de los pilares fundamentales sobre 




2.6. FACTORES MOLECULARES PREDICTIVOS DE 
RESPUESTA AL TRATAMIENTO  
Los factores que predicen la respuesta al tratamiento pueden ser de dos tipos. En 
primer lugar, marcadores que predicen la respuesta bas da en factores del huésped que 
determinan la biodisponibilidad y la actividad del agente terapéutico administrado 
(farmacogenómica) y en segundo lugar, marcadores basados en las características del 
propio tumor (Tabla 7).  
Tabla 7. Resumen de marcadores moleculares predictivos de respuesta a tratamiento en 
pacientes con CCR (adaptado de Odze68) 
Objetivo clínico Marcador molecular 
Beneficio de la quimioterapia en enfermedad estadio 
II de alto riesgo. 
Estabilidad de microsatélites 
Respuesta a fluorouracilo Estabilidad de microsatélites  
  Alta expresión de timidilato sintetasa 
Respuesta a irinotecán Alta inestabilidad de microsatélites 
Respuesta a Cetuximab 
Amplificación de EGFR 
KRAS nativo 
Expresión de Amphiregulin 
Expresión de Epiregulin  
Respuesta a quimio y radioterapia preoperatoria TP53 nativo 
 
 
2.6.1. Respuesta a fluorouracilo 
El fluorouracilo ha sido el pilar de la quimioterapi  CCR por más de 3 décadas y 
ha sido objeto de numerosos estudios para identificar biomarcadores de quimiosensibilidad 
y resistencia. De estos, el marcador más validado es el stado mutacional de los genes 
reparadores del ADN (MMR), estudiado mediante técnicas de secuenciación o por IHQ84. 
Se ha encontrado que el estado mutacional de MMR está asociado con la respuesta a 5-FU 
en terapia adyuvante244. En combinación con el buen pronóstico asociado con la 
deficiencia de MMR, el uso del estado MMR para identificar a los pacientes que 
probablemente no se beneficiarán de la quimioterapia se está convirtiendo en estándar para 
el tratamiento de la fase II y III del CCR84.   
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2.6.2. Respuesta a irinotecán 
El estado mutacional de MMR se ha asociado con la respuesta al irinotecán, 
habiéndose descrito que la alteración en el sistema MMR predice la respuesta al irinotecán 
cuando se añade a 5-FU, en un ensayo controlado de paci ntes con enfermedad en estadio 
III 245. Una hipótesis para este mecanismo está relacionada con la sensibilidad de células 
con alteración en MMR a las roturas de ADN, con la consecuente inducción de la apotosis, 
provocado por irinotecán.  
 
2.6.3. Otras alteraciones predictivas de respuesta a la 
quimioterapia 
Se ha centrado mucha atención en alteraciones en la apoptosis y en cómo estas 
pueden afectar a la respuesta del paciente a la quimioterapia. Entre todos los potenciales 
marcadores predictivos, el gen TP53 ha sido uno de los más ampliamente estudiados, 
habiéndose detectado alteraciones de TP53 hasta en el 60% de los adenocarcinomas de 
colon y recto246. En condiciones normales, la proteína codificada por este gen, es un factor 
de transcripción que desarrolla un papel muy importante en la regulación del ciclo celular 
y en la muerte celular programada o apoptosis. Diversos estudios han demostrado que las 
mutaciones de TP53 pueden estar asociadas con resistencia a una variedad de agentes 
quimioterapéuticos; sin embargo, lamentablemente estos datos aún no han sido validados y 
no hay acuerdo sobre la utilidad clínica de este marcador247. 
 
2.6.4. Factores predictivos de respuesta a inhibidores de  EGFR   
2.6.4.1. MUTACIONES EN RAS   
Como hemos visto en secciones anteriores, las mutaciones en RAS predicen una 
falta de eficacia para los agentes que se dirigen al receptor EGFR. En consecuencia, los 
tumores con KRAS y NRAS mutados no responden al tratamiento anti-EGFR. Los ensayos 
iniciales que se realizaron en CCR con Cetuximab (anticuerpo monoclonal que inhibe al 
receptor de EGFR) requerían la demostración mediante IHQ de la expresión de EGFR en 
75 
 
tejidos tumorales para determinar qué pacientes prodían beneficiarse de este tratamiento. 
Sin embargo, se observó que no había relación entrel grado de respuesta al tratamiento y 
los niveles de expresión de EGFR248, y que algunos pacientes respondían bien incluso en 
ausencia de expresión de EGFR249, lo que sugirió que este anticuerpo podía tener efecto 
sobre niveles indetectables de expresión de EGFR o sobre otras proteínas de señalización. 
La activación de la cascada de señalización de EGFR es una vía bien descrita que conduce 
a la tumorgénesis del colon. Las mutaciones en los oncogenes RAS y BRAF conducen a la 
activación constitutiva de EGFR, incluso cuando éste e á bloqueado (Figura 14). 
Aproximadamente el 40% de CCR muestran mutaciones activadoras en el codón 
12, 13 o 61 en el  oncogén KRAS; y se ha demostrado que la presencia de esta mutación 
está altamente asociada con la resistencia a los anticuerpos anti-EGFR, Cetuximab y 
Panitumumab250,251,252. De la misma forma, las mutaciones a nivel de gen NRAS, también 
influyen en la respuesta a la terapia anti-EGFR253.  
La última guía actualizada sobre biomarcadores moleculares para la evaluación 
del CCR de la American Society for Clinical Pathology (ASCP), College of American 
Pathologists (CAP), Association for Molecular Pathology (AMP), y la American Society 
of Clinical Oncology (ASCO) recomienda el estudio del estado mutacional de los genes 
KRAS y NRAS, analizando los codones 12 y 13 del exón 2, codones 59 y 61 del exón 3 y 
codones 117 y 146 del exón 4, en aquellos pacientes con CCR metastásico que se 
consideren candidatos para la terapia con anti-EGFR254,255. Por lo tanto, la presencia de 
una mutación tanto en KRAS como en NRAS contraindica el uso de anticuerpos 
monoclonales frente EGFR256,257,250,258. También es importante tener en cuenta el tipo de 
mutación presente en el tumor ya que varios estudios sugieren que los tumores con 
mutaciones G13D pueden responder a cetuximab259,260, mientras que los últimos estudios 
indican que las mutaciones en G12D se asocian a un pronóstico adverso, aunque su valor 
como factor pronóstico en la enfermedad avanzada es controvertido. 
 
2.6.4.2. MUTACIONES EN BRAF 
BRAF codifica uno de los principales efectores de KRAS y se encuentra mutado 
entre el 5-10% de pacientes con CCR. De manera análoga a la activación de KRAS, las 
mutaciones de BRAF también podrían dar como resultado la señalización constitutiva de la 
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vía posterior a EGFR y, por lo tanto, predecir la resistencia a Cetuximab.  Sin embargo, el 
estudio de las mutaciones en BRAF tiene utilidad limitada como factor pronóstico y 
predictivo ya que en la actualidad aún no hay estudios suficientes para recomendar el uso 
del estado mutacional de BRAF como biomarcador molecular predictivo de la respueta a 
inhibidores de EGFR254. Existen resultados contradictorios en cuanto al beneficio de la 
terapia anti-EGFR en pacientes con CCR con RASnativo pero con BRAF mutado, mientras 
que los primeros trabajos proporcionaron alguna evidencia de que las mutaciones BRAF 
confieren resistencia al cetuximab261,262, en estudios más recientes no se ha encontraron 
esta asociación263,264. En la actualidad, el estado de la mutación BRAF no se debe utilizar 
para guiar la terapia con cetuximab256,265, aunque el beneficio con terapias anti-EGFR 
parece ser muy dudoso. No obstante, la 8º edición de la clasificación TNM considera que 
las mutaciones de BRAF tienen significado tanto pronóstico (evidencia de nivel 1) como 
predictivo (evidencia de nivel 1)70,264. La guía de la European Society of Medical 
Oncology (ESMO) recomienda el estudio mutacional de BRAF para la evaluación 
pronóstica90. En este sentido, se está explorando el posible pap l de fármacos inhibidores 
de BRAF. A diferencia de lo que sucede en los melanomas, los anti-BRAF solos no son 
eficaces en CCR. Existen datos preclínicos que sugieren que la sobreexpresión de EGFR 
pudiese actuar como mecanismo de escape a los anti-BRAF en CCR. Existen datos 
preclínicos y clínicos iniciales prometedores con las combinaciones de Anti-BRAF + 
Anti.EGFR266,267. Está pendiente de estudiar la posible utilidad del uso de 
inmunomoduladores en CCR con BRAF mutado cuando se asocian a MSI. 
 
2.6.4.3. MUTACIONES EN PIK3CA Y PTEN 
Estudios retrospectivos y no randomizados sugieren que otros biomarcadores 
podrían ser predictores de una menor eficacia terapeútica de anticuerpos monoclonales 
anti-EGFR, tales como la presencia de mutaciones en el xón 20 de PIK3CA, o niveles 
bajos o pérdida de expresión de PTEN (Figura 14). Sin embargo, ninguno de estos 
biomarcadores ha sido adecuadamente validado en estudios prospectivos y a día de hoy no 
son de utilidad clínica, aunque su papel debería ser aclarado en el futuro con el fin de 
seleccionar mejor a los pacientes que se van a beneficiar del tratamiento con anti-EGFR. 
PIK3CA se encuentra mutado aproximadamente en un 15% de CCR. Se ha demostrado 
que la mutación PIK3CA y la posterior activación de la vía AKT desempeñan un papel 
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importante en la carcinogénesis colorrectal. Las mutaciones en PIK3CA se han asociado 
con mutaciones en KRAS268 y 269. Algunos estudios han encontrado que las mutaciones de 
PIK3CA se asocian con resistencia al tratamiento ani-EGFR270, mientras que en otros 
ensayos clínicos no se han encontrado diferencias271. Las mutaciones en los exones 1, 9, y 
20 suponen  más del 95% de las mutaciones conocidas del gen. La evidencia actual sugiere 
que solo las mutaciones del exón 20 están asociadas con la resistencia a la terapia anti-
EGFR en pacientes con KRAS no mutado272. Las mutaciones del exón 9 de PIK3CA se 
asocian con mutaciones en KRAS y no tienen un efecto independiente sobre la eficacia del 
cetuximab273. Se necesitan más estudios para establecer las funciones pronosticas y 
predictivas de las mutaciones del exón-9 y del exón-20 de PIK3CA. Además, se ha 
sugerido por algunos estudios retrospectivos183,274 que las mutaciones en PIK3CA podrían 
predecir en CCR eficacia del tratamiento con ácido acetil salicílico, aunque en otros  
IHQ) se consideran biomarcadores emergentes y no está recomendado su estudio 



















Figura 14. Representación esquemática de anticuerpos monoclonales y de las vías de 
señalización intracelular mediada por el receptor del factor de crecimiento epidérmico 
(EGFR). Posibles mecanismos de resistencia a la terapi  dirigida a EGFR. (Adaptado de 
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2.7. TÉCNICAS DE ANÁLISIS GENÓMICO 
A pesar de que cada vez se comprende mejor la patogénesis molecular del CCR y 
que las técnicas de biología molecular son más accesibles en la práctica rutinaria, la IHQ 
es considerada la técnica “gold standard”; además el número de anticuerpos disponibles 
para el patólogo cada vez es mayor. Las técnicas de IHQ en el CCR se pueden utilizar para 
la caracterización fenotípica del tumor (tipo epitelial o neuroendocrino, estudio y 
caracterización de metástasis, etc.). El uso más frecuente de la IHQ está aplicada en el 
estudio de una enfermedad metastásica en la que el CCR es un posible tumor primario. Los 
órganos donde metastatiza el CCR con mayor frecuencia son el hígado y los pulmones; 
ambos órganos pueden producir tumores con morfología similar al CCR o ser asiento de 
metástasis de otros órganos, y en estos casos la IHQ es fundamental para la tipificación del 
tumor. En algunos casos, la IHQ también puede proporcionar información valiosa para el 
pronóstico, ya sea de forma independiente o como un marcador sustituto para una ruta 
específica de carcinogénesis, como la inestabilidad de microsatélites mediante el estudio 
de las proteínas MMR. En este sentido,  se han desarrollado varios marcadores 
inmunohistoquímicos y moleculares con fines pronóstico  y terapéuticos . Actualmente, 
los marcadores con utilidad clínica que pueden estudiarse a través de las técnicas IHQ 
incluyen la caracterización de p27, p53, timidilato sintasa276 y EGFR277.Se ha sugerido que 
la ausencia de expresión de p27 es factor de mal pronóstico, particularmente en el estadio 
II del CCR, pudiendo ayudar a seleccionar pacientes que se beneficiarán de la terapia 
adyuvante. La expresión nuclear de p53 también se asocia con una SG más corta y podría 
ser útil como factor predictor independiente en pacientes en los que el CCR es metastásico 
a los ganglios linfáticos regionales. La sobreexpresión de la timidilato sintasa también se 
ha asociado con un mal pronóstico y resistencia a la quimioterapia con 5-flourouracilo. En 
la misma línea, varios autores han puesto de manifiesto que la expresión de EGFR también 
es un indicador de mayor probabilidad de metástasis y d minución de la supervivencia, e 
incluso varios estudios han señalado que la inmunorreactividad también se asocia con la 
respuesta clínica a la terapia con cetuximab277; sin embargo, esta última asociación no 
siempres ha podido ser validada. La pérdida de expresión de SMAD4 (DPC4) también se 
asocia con un pronóstico adverso en el CCR278. No obstante, la inmunotinción con 
SMAD4 no tiene utilidad diagnóstica porque también se puede observar pérdida de 
expresión en otros carcinomas, incluido el páncreas279. La inestabilidad de microsatélites 
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también se puede estudiar mediante técnicas de IHQ donde se evalúa la expresión de las 
proteínas MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2280,281. La mutación o ausencia de expresión 
(consecuencia de la metilación del promotor) de estos genes producen la ausencia de 
expresión de una o más de las proteínas (inmunotinción negativa), mientras que la 
positividad de la tinción se traduce que la expresión de la proteína es normal y que no se 
ha producido mutación. En este sentido, la IHQ es un método sensible (> 90%) y 
extremadamente específico (casi el 100%) para detectar defectos en las proteínas 
reparadoras del ADN.  
La alta expresión de SATB2 evaluada por IHQ es un marcador independiente de 
buen pronóstico en CCR y puede modular la sensibilidad a la quimioterapia y la 
radiación282.  
Por otra parte, la IHQ es una técnica importante para l  validación de 
biomarcadores ya que permite la visualización directa de la expresión del biomarcador en 
el tejido estudiado, además los estudios de IHQ una vez validados pueden introducirse 
fácilmente en la práctica clínica. 
Los estudios genéticos y genómicos en CCR han permitido la caracterización de 
ciertas alteraciones genéticas claves en la génesis y progresión de la enfermedad, 
proporcionando además información de gran utilidad para conocer y descifrar la 
heterogeneidad genética/molecular a nivel intra-tumoral de este tipo de cáncer. Los 
primeros trabajos destinados a la caracterización genética del CCR emplearon técnicas de 
CC, basadas en el estudio del cariotipo de las células t morales238,283. Estos estudios 
arrojaron luz de las principales alteraciones cromosómicas características de la patología, 
permitiendo así, identificar las alteraciones respon ables de la enfermedad (alteraciones 
primarias) y las anomalías responsables de la progresión de la misma (alteraciones 
secundarias) y con ello poder establecer patrones de volución clonal a nivel intra- e inter-
tumoral284,243. Estos métodos, aunque permiten la obtención de una visión global de las 
alteraciones citogenéticas presentes en la célula tumoral, presentan una baja sensibilidad 
debido a la necesidad de obtener metafases, la cual se ve acentuada debido a la baja tasa 
proliferativa de los tejidos tumorales in vitro154 y la posibilidad de que ocurra una 
selección clonal en cultivo. Otra de las limitaciones de la CC radica en el hecho de que 
solamente permite el análisis de las células tumorales que se encuentran en matafase, las 
cuales constituyen < 1% de la celularidad global del tumor. Las técnicas de iFISH se han 
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convertido en una de las técnicas más empleadas par la caracterización genética de los 
procesos tumorales, permitiendo realizar los estudios s n necesidad de realizar cultivos 
celulares in vitro para la obtención de metafases. Gracias al uso de difer ntes fluorocromos 
la iFISH permite la detección simultánea de varias alteraciones genéticas presentes en la 
célula tumoral de forma individual. La iFISH aunque no permite obtener una información 
global del genoma es aplicable tanto en metafases como en núcleos interfasicos de forma 
rápida sensible y objetiva285,286,287. Una variante más reciente de la iFISH es la hibridación 
genómica comparada (CGH). Se fundamenta en la hibridación competitiva de 2 moléculas 
de ADN, el control o referencia y el tumoral, ambos marcados con diferentes fluorocromos 
y dependiendo de la prevalencia de alguno de los dos flu rocromos, se interpretaran los 
resultados. Su principal ventaja radica en que no requiere células en división, nos aporta 
información de ganancias y pérdidas cromosómicas de todo el genoma. Por el contrario, no 
detecta reordenamientos, inversiones y otras alteraciones de tipo equilibrado. Su principal 
limitación está relacionada con la sensibilidad de la técnica ya que requiere una infiltración 
tumoral >40%288,289,290. Posteriormente surgen los microarrays de SNPs, que combina 
CGH y genotipado de SNPs sobre la misma plataforma, permitiendo el análisis simultáneo 
del número de copias de ADN y del genotipo con una gran resolución. Esta aproximación 
permite detectar regiones cromosómicas que sufren LOH. No obstante, también presentan 
ciertas inconvenientes ya que requiere de un equipamiento costoso, de personal 
experimentado para su interpretación, no permite ident ficar traslocaciones y requiere al 
menos la presencia de un 30% de células tumorales288,289,290. La Tabla 8 recoge las 










Tabla 8. Ventajas y limitaciones de las técnicas de análisis genético. 
TECNICA VENTAJAS LIMITACIONES 
CC 
Información global del genoma 
Detecta alteraciones numéricas y estructurales 
Requiere de metafases (cultivos in vitro) 




Detección simultánea de varias alteraciones 
genéticas 
Detección de traslocaciones e inversiones 
No aporta información global del genoma 
Resolución limitada 
aCGH 
Información global del genoma 
Detección de ganancias y pérdidas 
cromosómicas 
Elevada resolución (<1Mb) 
Sensibilidad limitada (>40% de células 
tumorales) 
No detecta reordenamientos equilibrados 
Equipamiento complejo y de elevado coste 
Análisis e interpretación de los resultados 
complejo 
SNPs 
Información global del genoma 
Detección de ganancias y pérdidas 
cromosómicas 
Detección LOH 
Elevada resolución (<2.5Kb) 
Sensibilidad limitada (>20% de células 
tumorales) 
No detecta reordenaminetos equilibrados 
Equipamiento complejo y de elevado coste 




Posibilidad de análisis simultáneo de múltiples 
genes y de secuenciación completa del genoma 
Coste elevado 
Equipamiento complejo y de elevado coste 
Análisis bioinformático complejo 
CC: Citogenética convencional; iFISH: hibridación in situ fluorescente en interfase; CGH: hibridación genómica 
comparada; SNP: polimorfismos de nucleótido único; NGS: secuenciación masiva de nueva generación. 
 
Los avances tecnológicos ocurridos en las últimas déca as en el campo de la 
secuenciación del ADN han dado como fruto las técnicas de secuenciación masiva de 
nueva generación (NGS), las cuales permiten realizar secuenciaciones del genoma 
completo, el exoma completo y secuenciación dirigida, centrandose en una selección de 
genes involucrados en la carcinogénesis, progresión y tratamiento del CCR. 291. Diferentes 
investigaciones se han centrado en el análisis mediante esta tecnología de los genes 
involucrados en la respuesta al tratamiento anti-EGFR, KRAS, NRAS, BRAF y 
PIK3CA292,227 y también se han desarrollado paneles de más de 30 genes que pueden 
diagnosticar y estratificar desde el punto de vista pronóstico a los pacientes con CCR293.  
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III. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  
En la actualidad se conoce que el cáncer colorectal (CCR) esporádico es una 
neoplasia histológica genéticamente heterogénea. No obstante, la información disponible 
acerca de los patrones genéticos de evolución clonal y de los mecanismos moleculares 
implicados en la enfermedad (ya sea en su desarrollo y progresión biológica o en su 
transformación maligna) y su comportamiento clínico, sigue siendo limitado, 
especialmente en lo que se refiere a la identificacón de biomarcadores con utilidad 
pronóstica y de posibles dianas terapéuticas. Esto adquiere especial relevancia en el CCR 
dado que este constituye un tumor cuya presentación l diagnóstico típicamente ocurre ya 
en estadios avanzados de la enfermedad. De hecho, hasta un 30% de los pacientes se 
presentan de inicio como tumores metastásicos (estadio IV) y del resto, principalmente los 
diagnosticados en estadios II o III, entre el 20-50% van a progresar a estadios más 
avanzados y posteriormente a metástasis. En este sen ido, la SG a 5 años es de 
aproximadamente el 50%, llegando a ser del 10% en los pacientes con enfermedad a 
distancia. Todo ello condiciona que el CCR continúe constituyendo una neoplasia maligna, 
con una elevadísima tasa de mortalidad a los 5 años.  
Un número creciente de estudios indica que el comportamiento clínico y 
biológico de una neoplasia depende en gran medida de las alteraciones genéticas 
subyacentes y de las interacciones entre las células t morales y el microambiente que las 
rodea, traducidas a su vez en distintos perfiles genéticos, que para el CCR, siguen sin 
conocerse en profundidad, especialmente en lo que se refiere a las distintas vías de 
evolución clonal existentes a nivel intra-tumoral asociadas a tratamiento. En este sentido, 
para el empleo de los nuevos tratamientos basados en el uso de anticuerpos monoclonales 
frente al gen EGFR, es imprescindible el conocimiento del estado mutacional de los genes 
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KRAS, NRAS, PIK3CA, BRAF y TP53 debido a su valor predictivo negativo de respuesta. 
Sólo un porcentaje de estos pacientes se benefician de esta terapia debido 
fundamentalmente a la presencia de mutaciones en KRAS, que se encuentran en la 
literatura en alrededor de un 40%, dependiendo de las series analizadas. Además, en el 
momento de iniciar este estudio se desconocía el impacto pronóstico del estado mutacional 
de estos genes.  
Actualmente, las mutaciones de estos genes se evalúan sobre el ADN extraído del 
tejido tumoral correspondiente al tumor primario o bien a metástasis (resección tumoral o 
biopsias) embebido en parafina y fijado con formalina sin tener en cuenta la 
heterogeneidad genética entre las diferentes muestras tumorales presentes en cada uno de 
los pacientes (tumor primario, ganglios y metástasi hepáticas). Las mutaciones en estos 
genes pueden aparecer de novo, como resistencia al tratamiento del tumor primario o bien 
estar presentes en un pequeño clon, no detectable en el tumor inicial. Estos hallazgos 
podrían explicar las altas tasas de recaída y los tumores refractarios tratados con 
anticuerpos monoclonales. 
Existen diferentes metodologías para el abordaje de estos estudios si bien la 
secuenciación masiva mediante el empleo de paneles dirigidos se postula  como la técnica 
de elección en nuestros días dada su alta sensibilidad, especificidad y el descenso de los 
costes. Además, la utilización de técnicas que permit n el análisis de las alteraciones 
cromosómicas a nivel de células individuales, en combinación con técnicas moleculares de 
análisis global del genoma y su perfil de expresión, nos permitirá profundizar en el 
conocimiento de la heterogeneidad genética y de las vías de evolución clonal existentes, 
tanto a nivel intratumoral en cada paciente, como a nivel inter-tumoral entre distintos 
pacientes con CCR, proporcionando así información clave para determinar el impacto de 
las distintas alteraciones genéticas en el comportamiento biológico, histopatológico, 
clínico y pronóstico del CCR.  
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 Ante estos antecedentes, en el presente trabajo doct ral nos hemos planteado 
como objetivo general profundizar en el conocimiento de la heterogeneidad genética del 
CCR, con especial énfasis en las vías de evolución clonal presentes a nivel intra-tumoral 
asociadas al estado mutacional de los genes implicados en la vía de señalización EGFR, y 
su impacto en el comportamiento clínico y biológico de la enfermedad. Para ello hemos 
delineado cuatro bjetivos específicos:  
 
1. Establecer la incidencia del estado mutacional de os genes KRAS, NRAS, 
BRAF y TP53 mediante técnicas de secuenciación masiva en una serie amplia de pacientes 
de Castilla y León diagnosticados de CCR esporádico.     
2. Identificar, estudiando las mutaciones más frecuentes en CCR mediante de 
arrays de baja densidad, la presencia de diferentes subclones de células neoplásicas a nivel 
intra-tumoral y establecer las posibles relaciones evolutivas existentes entre ellos, con el 
fin de identificar las vías de evolución clonal presentes en el CCR (tumor primario, 
metástasis hepáticas y ganglios linfáticos metastásicos).  
3. Determinar, mediante arrays de expresión (ARNm y miARNs) y técnicas de 
inmunohistoquímica (IHQ), los perfiles de expresión de las proteínas más frecuentemente 
alteradas en CCR, tomando como modelo la comparación entre tumores metastásicos vs. 
no metastásticos.  
4. Establecer la posible asociación existente entre las mutaciones detectadas en 
KRAS, NRAS, BRAF y TP53 y los perfiles de expresión con el comportamiento clínico, 
biológico y evolutivo del tumor, con especial énfasis en la identificación de aquellas 




IV. MATERIALES, MÉTODOS Y 
RESULTADOS 
En esta sección de la memoria se describen los pacientes y los materiales y 
métodos empleados, así como los resultados obtenidos en relación con cada uno de los 
objetivos planteados, mediante la inclusión de los artículos científicos originales 
redactados y publicados como consecuencia del trabajo re lizado. Cada uno de los 
artículos referidos está precedido de un breve resum n en castellano que facilita una 
revisión rápida de la información contenida en los mi mos.   
 
Los artículos incluidos en este apartado son: 
 
1. Combined assessment of the TNM stage and BRAF mutational 
status at diagnosis in sporadic colorectal cancer patients. 
 
José María Sayagués*, Sofía Del Carmen*, María Del Mar Abad, Luís 
Antonio Corchete, Oscar Bengoechea, María Fernanda Anduaga, María Jesús 
Baldeón, Juan Jesús Cruz, José Antonio Alcázar, María Angoso, Marcos González, 
Jacinto García4, Luís Muñoz-Bellvis, Alberto Orfao,  and María Eugenia 
Sarasquete. 
 *These authors have contributed equally to this work and they should be 
considered as first authors 




 2. Spatio-temporal tumor heterogeneity in metastatic CRC tumors: a 
mutational-based approach. 
 
 Sofía del Carmen, José María Sayagués, Oscar Bengoechea, María 
Fernanda Anduaga, José Antonio Alcázar, Ruth Gervás, Jacinto García, Alberto 
Orfao, Luis Muñoz Bellvis, María Eugenia Sarasquete and María del Mar Abad. 
 Oncotarget, 28 de Septiembre, 2018.  
 
3. Clinicopathological features and prognostic implications of EGFR 
protein expression in sporadic colorectal tumors. Correlation with copy number 
status, mRNA levels and miRNAs regulation. 
 
 Sofía del Carmen, Luis Antonio Corchete, Ruth Gervás, Alba 
Rodríguez-Carreño, María García-Muñoz, José Antonio Alcázar, Jacinto García, 
Oscar Bengoechea, María Eugenia Sarasquete, Luis Muñoz Bellvis, José María 
Sayagués and María del Mar Abad. 
 Scientific Reports 2019; enviado 
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1. Artículo 1: “Evaluación combinada del estadio 
TNM y el estado mutacional del gen BRAF en 
pacientes con cáncer colorrectal esporádico  en el 
momento del diagnóstico” 
 
OBJETIVOS:  El impacto pronóstico del estado mutacional del gen  KRAS, así 
como de aquellos genes que participan en la vía EGFR (BRAF, NRAS y TP53) en cáncer 
colorrectal (CCR) esporádico continua siendo controvertido, en particular con respecto a 
su impacto en la supervivencia y el pronóstico de la enfermedad. El objetivo de este 
estudio fue explorar la frecuencia de estas mutaciones en el tumor primario, correlacionar 
dicha frecuencia con las características clínicas e histopatológicas del tumor y finalmente 
determinar su potencial impacto en el pronóstico en la recurrencia temprana de pacientes 
con CCR.  
MATERIAL Y MÉTODOS:  Para llevar a cabo este estudio, diseñamos un panel 
customizado de amplicones para la identificación simultánea de mutaciones en los genes 
KRAS, NRAS (exones 2, 3 y 4), BRAF (exón 15) y TP53 (región codificante completa) 
mediante técnicas de secuenciación masiva en una serie d  87 pacientes con CCR 
esporádico y en una muestra de ADN control (Quantitative Multiplex DNA reference 
standard, Horizon Discovery, Cambridge, UK) para su validación y determinación de la 
sensibilidad.  
RESULTADOS: El panel amplificó con éxito los 53 amplicones, con una 
profundidad media de lecturas de 2400x en todas las muestras analizadas y de la muestra 
de ADN control. El análisis de la muestra control permitió detectar la variante KRAS 
G12D presente en una frecuencia alélica del 6%. Cuarenta y seis de los 87 casos (53%) 
mostraron mutaciones en al menos uno de los genes estudiados, siendo el gen más 
frecuentemente mutado TP53 (53%), seguido de KRAS (28%), BRAF (7%) y NRAS (1%). 
Las mutaciones en el gen KRAS fueron detectadas con mayor frecuencia en tumores 
localizados en el colon derecho (p=0.049), bien diferenciados (p=0.035) y en ausencia de 
invasión linfovascular (p=0.05). A su vez las mutaciones del gen BRAF se asociaron a una 
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histología pobre o moderadamente diferenciada (p=0.023), presencia de carcinomatosis 
peritoneal (p=0.006) e inestabilidad de microsatélites (p=0.007). Las mutaciones en TP53 
fueron más frecuentes en varones (p=0.05). Desde el punto de vista pronóstico, el estado 
mutacional de BRAF y el estadio TNM en el momento de diagnóstico fueron las únicas 
variables con valor pronóstico independiente en el análisis multivariante, con un impacto 
adverso sobre la supervivencia libre de enfermedad (SLE) y la supervivencia global (SG). 
De acuerdo con estas variables, los pacientes se cla ificaron en tres grupos pronósticos con 
diferentes tasas de SLE (porcentaje libre de progresión a los 2 años del 91% frente al 77% 
frente al 0%, respectivamente, p <0,0001). Este hallazgo fue validado en una serie 
independiente de pacientes con CCR (n=553) de la base pública de datos GEO 
(GSE39582).   
CONCLUSIONES: La secuenciación masiva es una herramienta útil y sensible 
para la detección de las distintas variantes present  la muestra tumoral en el momento del 
diagnóstico en pacientes con CCR. La evaluación combinada del estadio TNM y las 
mutaciones de BRAF en el momento del diagnóstico proporciona información pronóstica 























































Supplementary Table 1: Number of reads of each amplicon per patient. 
amplicon GENE REF SAMPLE P1 P2 P3 P4 P5 
1 BRAF1 2191 1426 1493 2923 1999 1791 
2 BRAF2 6650 6430 5251 9508 7817 6559 
3 NRAS1 2401 3376 2965 4866 3525 3589 
4 NRAS2 2331 3346 2652 5153 3450 3802 
5 NRAS3 2232 3808 3508 5225 4095 3950 
6 NRAS4 860 2377 2 2167 453 402 
7 NRAS5 2048 3282 2640 4834 3563 3566 
8 KRAS1 1934 4969 3556 4650 4058 3575 
9 KRAS2 1170 2186 1424 2102 1627 1530 
10 KRAS3 1141 3207 2257 3727 2988 2019 
11 KRAS4 1889 3958 3270 5175 4246 3856 
12 KRAS5 1815 3420 2893 3183 2866 2520 
13 KRAS6 1805 3725 3108 4468 3688 3582 
14 KRAS7 1591 4454 3761 4869 4026 3442 
15 TP53_1 4356 5571 4591 5867 7534 8304 
16 TP53_2 1431 2354 2352 1873 2686 2500 
17 TP53_3 579 574 933 331 1013 647 
18 TP53_4 694 1770 1930 1192 1724 1798 
19 TP53_5 1516 1868 1616 1018 1236 1292 
20 TP53_6 1256 1627 1707 1508 1810 1561 
21 TP53_7 1483 2679 2670 1893 2078 2024 
22 TP53_8 134 105 164 107 94 85 
23 TP53_9 2848 2777 2572 2630 3152 3330 
24 TP53_10 1054 1857 1482 2432 2850 3264 
25 TP53_11 3022 6132 5571 5400 6586 6713 
26 TP53_12 270 354 397 219 335 431 
27 TP53_13 3964 3904 5045 3550 4501 4604 
28 TP53_14 8568 9160 8284 8853 11097 12280 
29 TP53_15 4950 6355 5776 5046 6404 6452 
30 TP53_16 207 166 263 107 131 146 
31 TP53_17 4482 4242 4231 4486 5878 6107 
32 TP53_18 1989 2803 2531 1870 2089 2 
33 TP53_19 3901 5311 4864 5696 7444 8569 
34 TP53_20 3269 5020 4891 4525 6351 7514 
35 TP53_21 2087 3090 3356 2651 3378 3964 
36 TP53_22 65 88 144 58 82 87 
37 TP53_23 3592 5438 5123 4707 6530 7036 
38 TP53_24 2118 3603 3019 3568 4829 5341 
39 TP53_25 2880 3757 3334 2967 4067 3822 
40 TP53_26 763 1062 1183 633 916 976 
41 TP53_27 317 299 234 145 392 197 
42 TP53_28 477 1155 1210 926 1427 1204 
43 TP53_29 64 113 216 75 78 119 
44 TP53_30 95 162 224 114 150 180 
45 TP53_31 1284 1479 1578 1746 2143 2452 
46 TP53_32 4858 5987 4664 4972 6202 6790 
47 TP53_33 1593 2139 2190 1524 1811 2068 
48 TP53_34 2384 3631 3467 3904 4664 5093 
49 TP53_35 1793 2121 2047 2578 3674 4092 
50 TP53_36 3653 4711 4881 4266 5611 6335 
51 TP53_37 6043 8124 6720 6581 7833 8661 
52 TP53_38 41 114 71 136 175 178 
53 TP53_39 3869 4057 3478 3952 5135 5779 
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amplicon GENE P6 P7 P8 P9 P10 P11 
1 BRAF1 2239 2091 1253 2186 1852 1941 
2 BRAF2 7467 8872 6999 7031 5745 7452 
3 NRAS1 3818 3771 3905 3380 3483 3243 
4 NRAS2 4115 3714 3875 3800 4049 3819 
5 NRAS3 4731 4235 4661 2774 3405 3064 
6 NRAS4 2187 13 734 2183 417 479 
7 NRAS5 3745 3311 2727 3055 3450 2965 
8 KRAS1 5036 4515 2694 2465 2742 3114 
9 KRAS2 2087 1691 836 1061 1381 1595 
10 KRAS3 3788 1929 2038 1649 2093 1535 
11 KRAS4 5278 4742 4018 2859 3053 2919 
12 KRAS5 3612 3426 2253 1971 2130 2457 
13 KRAS6 4739 3804 3029 2228 1369 2518 
14 KRAS7 5144 4334 3193 2259 2390 2910 
15 TP53_1 5949 7228 8883 5890 6690 5092 
16 TP53_2 2349 2247 2344 1415 1759 1713 
17 TP53_3 435 470 1207 343 416 454 
18 TP53_4 1533 1753 2085 1172 1395 1207 
19 TP53_5 993 1193 924 770 1219 1130 
20 TP53_6 1255 1764 2015 1461 1476 1434 
21 TP53_7 1765 2350 2198 1421 1705 1702 
22 TP53_8 54 156 175 120 86 75 
23 TP53_9 2591 2843 2079 2130 2593 2339 
24 TP53_10 2155 2585 2207 2077 2601 1701 
25 TP53_11 5472 5917 6200 4189 5368 4517 
26 TP53_12 285 328 459 228 320 236 
27 TP53_13 3502 4027 5343 4155 4145 3085 
28 TP53_14 8272 10582 13473 8121 9620 7845 
29 TP53_15 5152 6412 6792 4703 5458 4526 
30 TP53_16 106 144 177 97 156 104 
31 TP53_17 4382 5492 7168 4557 5329 4000 
32 TP53_18 1965 1877 2679 1777 1054 1458 
33 TP53_19 6030 7323 9080 4624 5950 4828 
34 TP53_20 5003 5672 8147 3049 4602 3645 
35 TP53_21 2659 3621 4461 2457 3061 2609 
36 TP53_22 54 49 135 72 62 62 
37 TP53_23 5170 6335 6942 4021 4746 3902 
38 TP53_24 3791 4320 5433 2253 3105 2619 
39 TP53_25 3008 3803 4473 2759 3059 2910 
40 TP53_26 694 814 766 454 703 732 
41 TP53_27 272 360 378 283 137 133 
42 TP53_28 947 1337 1368 733 790 886 
43 TP53_29 50 88 98 95 118 89 
44 TP53_30 76 157 255 105 136 101 
45 TP53_31 1685 1780 2440 1303 1586 1295 
46 TP53_32 5059 5629 5690 4104 5148 4423 
47 TP53_33 1479 1813 2082 1543 1856 1800 
48 TP53_34 3717 4436 5257 2557 3457 2851 
49 TP53_35 2808 3485 4290 2066 2657 1927 
50 TP53_36 4744 5326 6921 3715 4413 3810 
51 TP53_37 6489 7210 6979 5054 6754 6068 
52 TP53_38 160 137 197 118 107 85 
53 TP53_39 4195 4377 6608 4033 4479 4532 
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amplicon GENE P12 P13 P14 P15 P16 P17 
1 BRAF1 2065 2039 1641 2278 3088 2461 
2 BRAF2 8094 7670 5560 8090 7845 9133 
3 NRAS1 3850 3969 3202 3195 3766 7565 
4 NRAS2 3719 3999 2996 3662 4503 4625 
5 NRAS3 3570 4163 3175 2971 3874 4470 
6 NRAS4 1656 1698 531 1153 2726 1342 
7 NRAS5 3163 3652 3050 3132 4357 4694 
8 KRAS1 2472 4401 2692 3066 4692 4832 
9 KRAS2 1086 2210 1484 1608 3648 2188 
10 KRAS3 1726 1703 2208 1435 3123 2809 
11 KRAS4 3223 4478 3225 3899 3546 5258 
12 KRAS5 1988 3044 2631 2338 2990 4364 
13 KRAS6 3088 4056 3324 3556 4409 5571 
14 KRAS7 2261 3227 2670 2882 3195 5188 
15 TP53_1 6257 7733 6652 7000 5408 11765 
16 TP53_2 1674 2073 1898 1827 2260 3846 
17 TP53_3 439 470 463 1119 832 995 
18 TP53_4 1033 1572 1190 1427 2099 2676 
19 TP53_5 867 1368 1186 1077 1791 2937 
20 TP53_6 1397 1873 1334 1236 1824 2863 
21 TP53_7 1303 1800 1791 1479 2856 3649 
22 TP53_8 100 94 126 100 162 227 
23 TP53_9 2136 3537 2810 2968 4018 6093 
24 TP53_10 2286 2762 2378 2476 3030 4765 
25 TP53_11 3502 5117 4149 4966 6058 11524 
26 TP53_12 230 336 226 326 394 589 
27 TP53_13 3369 4277 4305 4582 6019 10125 
28 TP53_14 7763 9841 8650 8977 10611 18942 
29 TP53_15 4565 6515 5512 5228 7475 11852 
30 TP53_16 81 132 145 131 423 319 
31 TP53_17 5044 6059 4837 5251 6012 11153 
32 TP53_18 1337 2595 1972 2197 2816 5710 
33 TP53_19 5552 6293 5604 5382 5034 11534 
34 TP53_20 4373 4812 3945 4154 4057 9837 
35 TP53_21 2366 3446 2711 3268 3913 6438 
36 TP53_22 66 66 77 87 98 202 
37 TP53_23 4109 4903 3611 4396 5552 6781 
38 TP53_24 2984 3537 2457 2856 2720 4360 
39 TP53_25 2535 3294 2979 2884 3787 6851 
40 TP53_26 515 841 674 602 1615 1800 
41 TP53_27 295 188 199 229 444 443 
42 TP53_28 887 1052 912 878 1519 1933 
43 TP53_29 65 163 157 105 121 270 
44 TP53_30 81 141 186 120 110 503 
45 TP53_31 1526 1890 1359 1425 2103 3082 
46 TP53_32 4464 5935 4976 4716 7823 11774 
47 TP53_33 1205 1864 1408 1687 3639 3995 
48 TP53_34 3046 3797 3181 3230 3667 7022 
49 TP53_35 2668 2934 2218 2191 2732 4602 
50 TP53_36 3747 4822 4023 3958 4752 9434 
51 TP53_37 5407 7723 6753 6401 8970 14755 
52 TP53_38 138 135 135 125 224 196 
53 TP53_39 3770 4331 3890 4254 3283 7678 
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amplicon GENE P18 P19 P20 P21 P22 P23 
1 BRAF1 1807 2443 2119 1985 2086 5253 
2 BRAF2 5673 6737 8384 7627 6209 17165 
3 NRAS1 3722 3755 4733 4389 3763 5956 
4 NRAS2 3788 3832 4558 4577 4268 5620 
5 NRAS3 3346 3269 4229 4507 3543 5039 
6 NRAS4 513 581 701 1984 1779 463 
7 NRAS5 3450 3266 4208 4296 3533 5219 
8 KRAS1 2565 3021 3978 4193 3619 5490 
9 KRAS2 1388 1598 1992 2088 1874 3299 
10 KRAS3 1653 1327 2474 3003 2513 3969 
11 KRAS4 2657 3387 3962 3966 3288 5734 
12 KRAS5 2637 2116 2938 3085 2643 4427 
13 KRAS6 3351 2962 3514 3983 3289 5779 
14 KRAS7 3013 2844 3526 3611 2795 5119 
15 TP53_1 5489 5363 7115 7293 6428 8110 
16 TP53_2 2083 1930 2450 2418 2205 3006 
17 TP53_3 574 427 568 519 575 741 
18 TP53_4 1537 1258 1673 1673 1656 2452 
19 TP53_5 1683 1127 1484 1737 1432 1944 
20 TP53_6 1360 1609 1893 1846 1820 1876 
21 TP53_7 1906 1596 2301 2095 2098 2603 
22 TP53_8 100 116 134 139 123 115 
23 TP53_9 3662 2786 3801 4073 3266 4683 
24 TP53_10 2757 2262 2972 3302 2732 4017 
25 TP53_11 5859 5116 6560 7263 6178 8079 
26 TP53_12 360 265 280 392 293 433 
27 TP53_13 5648 4147 5351 5338 5378 7113 
28 TP53_14 10069 7692 10481 11470 9396 12957 
29 TP53_15 6149 5240 7441 7420 7061 9176 
30 TP53_16 177 104 166 181 153 258 
31 TP53_17 5732 4378 6329 6520 5480 7128 
32 TP53_18 2566 2191 2633 3023 2761 3374 
33 TP53_19 5967 4926 6498 7198 6050 7393 
34 TP53_20 4860 3817 5342 5767 4727 6244 
35 TP53_21 3298 2836 3572 3834 3616 4821 
36 TP53_22 66 72 87 102 96 136 
37 TP53_23 3908 4368 5601 5907 5178 6676 
38 TP53_24 2436 2734 3423 3897 2741 3690 
39 TP53_25 3454 2735 3856 3717 3286 4541 
40 TP53_26 1079 768 1021 1436 982 1323 
41 TP53_27 174 206 174 361 290 421 
42 TP53_28 1204 854 993 1311 1041 1360 
43 TP53_29 177 77 110 106 99 139 
44 TP53_30 230 105 137 224 129 166 
45 TP53_31 1576 1389 1829 2001 1771 2381 
46 TP53_32 5962 4965 6779 7432 6758 8573 
47 TP53_33 2178 1997 2275 2245 2345 3055 
48 TP53_34 3633 3261 4352 4791 4154 5208 
49 TP53_35 2493 2223 3089 3372 2703 3391 
50 TP53_36 4713 4123 5541 5970 5445 6882 
51 TP53_37 7981 6584 8864 9235 8456 10566 
52 TP53_38 123 116 137 153 121 173 
53 TP53_39 3891 3328 4645 4880 4143 5139 
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amplicon GENE P24 P25 P26 P27 P28 P29 
1 BRAF1 1590 2439 1868 2609 3195 2713 
2 BRAF2 8159 8630 7686 9342 13987 9792 
3 NRAS1 3855 4301 5169 5341 6135 4071 
4 NRAS2 3997 4342 5095 4025 6061 5139 
5 NRAS3 3460 3885 3923 3664 5695 4343 
6 NRAS4 1615 3663 218 198 2912 2445 
7 NRAS5 2917 3422 3634 2927 4921 3673 
8 KRAS1 4047 3424 4160 3331 5167 4453 
9 KRAS2 1738 1697 2289 1573 2416 2330 
10 KRAS3 2979 2379 3124 2162 2503 3382 
11 KRAS4 3716 2810 3839 3120 4492 3934 
12 KRAS5 3290 2508 2967 2965 4215 3239 
13 KRAS6 3295 3332 4236 3905 4738 4510 
14 KRAS7 3381 2837 3392 3098 3885 3441 
15 TP53_1 6980 6692 8357 7786 11938 8133 
16 TP53_2 1926 2299 3023 2632 3342 2787 
17 TP53_3 703 1500 1675 886 984 2769 
18 TP53_4 1849 2334 2262 2191 2765 2411 
19 TP53_5 1125 1470 1496 1728 1993 1693 
20 TP53_6 1658 1778 1706 1795 3076 1651 
21 TP53_7 2852 2032 2502 2825 4242 2407 
22 TP53_8 164 117 101 198 297 131 
23 TP53_9 2144 3260 3701 3406 4349 3476 
24 TP53_10 2202 3040 2975 2819 4460 2921 
25 TP53_11 4371 6065 6822 6094 8696 6179 
26 TP53_12 300 455 435 359 608 419 
27 TP53_13 4265 5743 5596 5597 6796 5767 
28 TP53_14 10876 12790 14239 11819 17915 12874 
29 TP53_15 7545 9270 9627 7551 12758 9318 
30 TP53_16 198 160 262 174 302 274 
31 TP53_17 5917 7079 7404 6991 9755 7904 
32 TP53_18 2553 2609 3091 2360 3872 3440 
33 TP53_19 6987 7859 9687 7927 12054 8407 
34 TP53_20 4986 5996 6033 6087 8688 5701 
35 TP53_21 3904 4029 5009 4253 6637 4773 
36 TP53_22 95 172 181 73 144 155 
37 TP53_23 5891 6970 7725 6233 9301 7110 
38 TP53_24 2552 3503 3716 3447 4897 3784 
39 TP53_25 2807 3113 3749 3623 5546 3639 
40 TP53_26 1216 1630 1656 1542 2138 1831 
41 TP53_27 249 412 256 431 696 462 
42 TP53_28 933 1474 1606 1406 2025 1492 
43 TP53_29 235 233 258 183 237 212 
44 TP53_30 198 100 121 103 177 111 
45 TP53_31 1624 1870 2023 1903 2617 2112 
46 TP53_32 6445 7638 9268 8072 11021 8885 
47 TP53_33 1665 2602 2701 2517 3262 2785 
48 TP53_34 2704 3522 4334 3625 5271 3639 
49 TP53_35 3399 3295 4076 3465 5390 3601 
50 TP53_36 5555 6746 7381 6515 10483 7187 
51 TP53_37 7632 9817 10693 9369 13596 10225 
52 TP53_38 191 189 184 165 290 240 
53 TP53_39 4017 4573 4833 4603 6709 4500 
112 
 
amplicon GENE P30 P31 P32 P33 P34 P35 
1 BRAF1 3576 2702 3608 2223 2341 2378 
2 BRAF2 13015 10588 11062 6591 8804 7510 
3 NRAS1 5992 2840 4756 3035 5033 5191 
4 NRAS2 5758 3267 5589 3857 4777 5063 
5 NRAS3 5360 2302 4345 2525 4409 4653 
6 NRAS4 221 2134 106 2127 2358 2076 
7 NRAS5 4529 3142 3719 2255 3664 3634 
8 KRAS1 4902 2303 3608 2822 4394 4192 
9 KRAS2 2519 1308 1877 1522 2377 2015 
10 KRAS3 3522 1825 2405 1558 1946 2968 
11 KRAS4 3744 2987 2963 2788 3727 3693 
12 KRAS5 3247 1541 2866 2367 3559 2689 
13 KRAS6 4616 3793 4064 3024 4056 4210 
14 KRAS7 3692 1474 2943 2602 3134 3184 
15 TP53_1 7926 6445 5306 5922 7372 9122 
16 TP53_2 2992 1827 1500 1974 2247 2427 
17 TP53_3 1439 348 500 702 779 1938 
18 TP53_4 2471 910 1158 1244 1850 2422 
19 TP53_5 1477 478 862 1109 1664 1812 
20 TP53_6 1887 1258 1243 1232 1911 1729 
21 TP53_7 2757 1233 1713 2118 2518 2259 
22 TP53_8 206 115 151 106 129 77 
23 TP53_9 3782 2107 2072 2462 3196 3812 
24 TP53_10 3077 2410 1907 1957 2532 3211 
25 TP53_11 6774 3759 3538 3816 5102 6224 
26 TP53_12 523 248 198 202 256 356 
27 TP53_13 6012 4160 3743 3863 4791 6229 
28 TP53_14 13093 9572 8073 10785 11727 14383 
29 TP53_15 9368 4849 5442 5954 8320 9960 
30 TP53_16 247 105 174 136 269 291 
31 TP53_17 6757 4939 5284 5360 7046 8532 
32 TP53_18 3217 1198 1778 2177 2927 1950 
33 TP53_19 8574 5980 4847 5750 7117 8780 
34 TP53_20 6038 5165 3519 3574 5152 5884 
35 TP53_21 4707 2783 2483 2911 3982 4774 
36 TP53_22 115 89 112 72 128 148 
37 TP53_23 7344 4865 4187 4404 5319 6930 
38 TP53_24 3608 2174 2100 2111 2921 4042 
39 TP53_25 3839 1825 2354 2806 3415 4056 
40 TP53_26 1827 783 832 1106 1589 1894 
41 TP53_27 363 174 200 340 233 315 
42 TP53_28 1583 764 483 970 1211 1516 
43 TP53_29 205 71 146 173 218 167 
44 TP53_30 132 103 73 86 87 170 
45 TP53_31 2135 1375 990 1173 1782 2214 
46 TP53_32 9280 4726 4931 5658 7803 9325 
47 TP53_33 2789 1484 1697 2281 2405 3114 
48 TP53_34 4010 2739 2369 2569 3329 4002 
49 TP53_35 3769 3959 2382 2296 2840 3939 
50 TP53_36 7524 4305 3585 4532 6240 7232 
51 TP53_37 10013 6100 5683 6664 9067 10339 
52 TP53_38 159 207 120 98 134 212 
53 TP53_39 4783 3324 3059 4490 3967 5230 
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amplicon GENE P36 P37 P38 P39 P40 P41 
1 BRAF1 1393 2689 3186 2695 2836 3191 
2 BRAF2 5552 8991 11483 11249 9208 9608 
3 NRAS1 5971 5247 6763 4939 6194 5843 
4 NRAS2 5205 5482 6124 2400 5920 6494 
5 NRAS3 4779 4730 5444 2454 6223 5501 
6 NRAS4 2184 2216 58 1 108 103 
7 NRAS5 3696 4445 4473 1998 4452 4344 
8 KRAS1 2988 4179 6414 4149 6125 6107 
9 KRAS2 1540 2260 2954 1833 3859 3394 
10 KRAS3 2585 2941 1898 2930 4006 4224 
11 KRAS4 2826 3597 5194 3626 4165 4782 
12 KRAS5 3273 3122 4247 3015 4010 3953 
13 KRAS6 4240 4777 6719 2016 5881 5572 
14 KRAS7 3110 3225 4448 3541 5369 5470 
15 TP53_1 9780 8798 13466 9177 6529 7698 
16 TP53_2 2697 2507 3956 3220 2994 2896 
17 TP53_3 2264 1632 2958 905 1663 1644 
18 TP53_4 2689 2389 2844 2049 3362 3369 
19 TP53_5 2349 2072 576 1818 2913 2630 
20 TP53_6 2111 1936 2136 2334 3012 2961 
21 TP53_7 3281 2816 2854 2991 4559 3802 
22 TP53_8 170 154 137 234 199 180 
23 TP53_9 4253 3683 4817 3510 5130 4717 
24 TP53_10 3671 3352 4486 3318 3505 3608 
25 TP53_11 7044 6285 7692 7783 9105 8740 
26 TP53_12 544 437 599 563 591 521 
27 TP53_13 6377 6620 8819 6430 7410 7581 
28 TP53_14 16427 14089 20554 15355 14185 14558 
29 TP53_15 11194 9517 12607 9340 11241 10900 
30 TP53_16 432 363 320 174 681 659 
31 TP53_17 9914 8257 12461 9958 8285 8642 
32 TP53_18 4430 3687 4396 3216 3858 2244 
33 TP53_19 10781 8056 12484 9226 6918 7438 
34 TP53_20 7450 5860 8819 8117 5582 6766 
35 TP53_21 6381 4908 6199 5115 4610 5451 
36 TP53_22 265 140 129 161 251 275 
37 TP53_23 6829 6558 9886 6514 8751 8726 
38 TP53_24 3431 3524 5096 3824 4223 4207 
39 TP53_25 5146 3999 5646 4057 5007 4673 
40 TP53_26 2492 1875 2169 1762 2829 2395 
41 TP53_27 243 297 599 201 879 727 
42 TP53_28 1911 1380 1992 1582 2249 1907 
43 TP53_29 451 262 234 219 319 276 
44 TP53_30 330 133 124 231 113 134 
45 TP53_31 2009 2116 2737 2300 2373 2645 
46 TP53_32 10083 9020 11543 9263 10700 11013 
47 TP53_33 3492 3127 3444 2814 4694 4138 
48 TP53_34 4386 3901 5575 4192 4635 4584 
49 TP53_35 4306 3284 5723 4572 3197 3326 
50 TP53_36 8188 6298 9338 7546 7488 7475 
51 TP53_37 12429 10769 14009 11446 12086 12130 
52 TP53_38 260 188 292 154 382 310 
53 TP53_39 5826 4872 7664 5697 5235 5407 
114 
 
amplicon GENE P42 P43 P44 P45 P46 P47 
1 BRAF1 2545 2932 2759 3094 2676 3885 
2 BRAF2 9732 11090 9953 11899 10911 12190 
3 NRAS1 5597 6586 5882 7085 6479 6706 
4 NRAS2 5866 6431 5449 7059 6120 6614 
5 NRAS3 6174 6568 5596 7224 6511 5448 
6 NRAS4 2530 211 2690 2767 20 3164 
7 NRAS5 4643 4746 4289 5082 4741 5221 
8 KRAS1 5840 6394 5195 7016 7080 5547 
9 KRAS2 2886 3305 3022 4554 3512 2412 
10 KRAS3 3750 4504 3631 4937 4593 2867 
11 KRAS4 4428 4672 4126 5625 5091 6638 
12 KRAS5 3694 4022 3797 4476 4722 3865 
13 KRAS6 5536 5983 5601 6953 7094 6530 
14 KRAS7 5007 5760 4734 7171 5848 4564 
15 TP53_1 8496 9135 9454 9359 8376 10000 
16 TP53_2 3320 3399 3185 3537 2943 3004 
17 TP53_3 1244 1108 1515 1025 993 760 
18 TP53_4 3220 2947 3020 3205 2789 2563 
19 TP53_5 2023 2488 2725 3090 2284 1534 
20 TP53_6 2808 3264 2448 2059 3007 2764 
21 TP53_7 3473 3875 3576 4003 3728 2991 
22 TP53_8 186 299 204 104 208 234 
23 TP53_9 4215 4854 4636 4748 4436 5369 
24 TP53_10 3462 3788 3732 3855 3092 4022 
25 TP53_11 8466 9954 9681 12100 8818 7906 
26 TP53_12 458 535 474 564 470 710 
27 TP53_13 6580 7482 8005 7935 6892 8771 
28 TP53_14 13785 16348 15918 16702 14524 14597 
29 TP53_15 10966 12716 12457 11663 10956 10597 
30 TP53_16 432 450 466 535 388 164 
31 TP53_17 8228 9687 9400 8178 9348 11830 
32 TP53_18 3669 4626 2948 4688 4221 3564 
33 TP53_19 7758 9249 9956 8118 9289 11251 
34 TP53_20 6079 7295 7489 6589 7230 8899 
35 TP53_21 4768 5410 5860 5459 5471 5276 
36 TP53_22 212 171 254 227 165 155 
37 TP53_23 8548 9397 8838 5931 8407 9114 
38 TP53_24 4578 5485 4338 4853 4253 4715 
39 TP53_25 4442 5051 5312 5712 4593 6327 
40 TP53_26 2205 2419 2524 2556 2465 1034 
41 TP53_27 684 592 537 747 472 574 
42 TP53_28 1945 2204 2164 2455 1939 1229 
43 TP53_29 182 162 260 132 201 171 
44 TP53_30 112 117 238 52 125 198 
45 TP53_31 2596 2774 2567 2725 2432 3283 
46 TP53_32 10242 12063 11535 12412 10629 12259 
47 TP53_33 3438 3630 3968 4053 3472 3534 
48 TP53_34 4688 5510 5093 5801 4603 6872 
49 TP53_35 3827 4552 4323 4463 3770 4936 
50 TP53_36 7652 8703 9315 9712 8524 10839 
51 TP53_37 12062 13886 13531 13587 12236 12123 
52 TP53_38 233 245 233 368 175 229 
53 TP53_39 5243 6119 5712 5948 5772 9223 
115 
 
amplicon GENE P48 P49 P50 P51 P52 P53 
1 BRAF1 4132 3891 2067 1911 2396 4286 
2 BRAF2 9897 10085 5953 5185 5556 11716 
3 NRAS1 5803 4472 3774 3651 3303 6708 
4 NRAS2 6481 4891 3441 3226 2918 8378 
5 NRAS3 5392 3640 3349 3242 2819 7216 
6 NRAS4 2762 455 1727 415 1615 3814 
7 NRAS5 4834 3912 2550 3052 2399 6373 
8 KRAS1 5371 4576 3612 4045 3257 5977 
9 KRAS2 3113 2412 1668 1706 1939 2561 
10 KRAS3 3375 2744 2347 1412 1609 3759 
11 KRAS4 4165 4001 2957 3049 2612 5480 
12 KRAS5 3802 3402 2678 2880 2375 4182 
13 KRAS6 5149 4358 3225 4069 2870 5413 
14 KRAS7 4481 3777 2774 3299 2412 4835 
15 TP53_1 6400 4050 4510 3339 4368 9530 
16 TP53_2 2792 1856 2297 1504 2077 3788 
17 TP53_3 1036 826 1531 658 828 1383 
18 TP53_4 2385 1553 1896 1180 1706 3093 
19 TP53_5 2299 1344 1402 815 1552 1949 
20 TP53_6 2289 1244 1312 975 1440 2972 
21 TP53_7 2415 1720 1775 1415 1927 3613 
22 TP53_8 165 140 157 124 141 324 
23 TP53_9 4917 3191 3290 2640 3404 6238 
24 TP53_10 3327 1945 2272 1683 2184 5096 
25 TP53_11 7322 3790 3988 3098 4564 8803 
26 TP53_12 574 308 307 202 261 655 
27 TP53_13 8438 4171 5027 4020 4714 9480 
28 TP53_14 10657 6116 6731 5213 6732 15250 
29 TP53_15 9688 5981 7179 4886 6938 12294 
30 TP53_16 223 179 155 97 167 262 
31 TP53_17 7990 4389 5257 3818 4581 10843 
32 TP53_18 3802 2389 2594 1984 2945 4168 
33 TP53_19 7081 4564 5364 4220 5057 10032 
34 TP53_20 6097 3466 4199 3552 3828 8777 
35 TP53_21 4419 2767 3191 2338 2982 6407 
36 TP53_22 174 81 103 74 103 214 
37 TP53_23 7985 4341 4821 3375 4964 11394 
38 TP53_24 3670 1987 2478 1914 2478 5810 
39 TP53_25 5070 2940 3641 2473 3551 6191 
40 TP53_26 1258 769 899 581 950 1273 
41 TP53_27 387 224 190 179 210 588 
42 TP53_28 1053 595 635 420 693 1358 
43 TP53_29 231 132 174 161 132 220 
44 TP53_30 179 138 147 134 128 217 
45 TP53_31 2171 1267 1700 1240 1428 3490 
46 TP53_32 9465 5584 6756 4920 6492 12609 
47 TP53_33 3654 2003 2227 1488 2108 4018 
48 TP53_34 5113 3077 3660 2611 3306 7725 
49 TP53_35 3188 1719 2099 1602 1973 4440 
50 TP53_36 7593 4190 5571 4191 5410 10522 
51 TP53_37 11131 6546 7435 5227 7481 12993 
52 TP53_38 115 92 137 75 127 315 
53 TP53_39 5605 3113 3723 2667 3436 6802 
116 
 
amplicon GENE P54 P55 P56 P57 P58 P59 
1 BRAF1 3639 3591 2107 3440 3249 4076 
2 BRAF2 9768 7916 4652 6528 6653 7448 
3 NRAS1 4606 4601 2989 4932 4618 5594 
4 NRAS2 5637 4788 3077 4326 4681 5768 
5 NRAS3 4344 4334 2781 3889 4363 5958 
6 NRAS4 378 326 410 2369 1935 4769 
7 NRAS5 4563 3966 2542 3926 3731 4630 
8 KRAS1 4035 4738 3336 4334 4219 6847 
9 KRAS2 1664 3041 2370 3914 2106 4173 
10 KRAS3 2389 3075 1969 3052 2604 3943 
11 KRAS4 4533 3951 2237 3576 3713 4617 
12 KRAS5 2789 2569 1562 2276 2633 3586 
13 KRAS6 4692 4477 2966 4648 3699 5392 
14 KRAS7 3319 4083 2624 3677 3741 5322 
15 TP53_1 8298 5665 3071 5058 5458 5920 
16 TP53_2 2880 2560 1822 2508 2465 3081 
17 TP53_3 793 803 1010 1257 928 2038 
18 TP53_4 2136 2103 1418 2691 1994 2615 
19 TP53_5 1168 1949 1651 2634 1716 3028 
20 TP53_6 2438 1819 1222 1709 1713 2114 
21 TP53_7 2476 2416 1580 2668 2139 2505 
22 TP53_8 231 143 139 145 132 128 
23 TP53_9 4071 4523 3202 4594 3978 5622 
24 TP53_10 3897 2852 1709 2521 2933 3163 
25 TP53_11 5746 7105 4062 5938 5714 6833 
26 TP53_12 583 426 270 382 447 489 
27 TP53_13 7532 6876 4314 6145 6133 7424 
28 TP53_14 13032 11117 5856 9608 9896 11467 
29 TP53_15 8004 9416 5840 8743 8056 10200 
30 TP53_16 212 182 206 537 216 264 
31 TP53_17 9795 6596 3568 5177 5946 6258 
32 TP53_18 2550 3419 1967 3311 2757 4641 
33 TP53_19 9437 5832 3369 4959 5958 6281 
34 TP53_20 7618 4497 2890 3711 4766 5271 
35 TP53_21 4560 3001 2292 2661 3183 4022 
36 TP53_22 119 145 110 228 124 184 
37 TP53_23 8550 5894 4130 6067 6137 6717 
38 TP53_24 4232 2865 1687 2475 3081 3752 
39 TP53_25 4696 4398 2736 4319 3921 4718 
40 TP53_26 733 1317 1226 1843 1145 1988 
41 TP53_27 181 419 316 672 403 525 
42 TP53_28 880 1003 767 1256 897 1295 
43 TP53_29 139 138 130 165 108 177 
44 TP53_30 237 104 73 81 87 135 
45 TP53_31 2528 1980 1495 1994 2244 2091 
46 TP53_32 9472 9203 5718 8732 8118 9667 
47 TP53_33 2790 3407 2561 4312 2768 3935 
48 TP53_34 5774 4372 2498 3918 4147 4964 
49 TP53_35 4834 2798 1541 2077 2530 2582 
50 TP53_36 9022 6552 3821 5061 6253 7571 
51 TP53_37 9018 9880 6221 8624 8467 10423 
52 TP53_38 247 125 110 186 156 150 
53 TP53_39 7835 4249 2321 3471 3980 4153 
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amplicon GENE P60 P61 P62 P63 P64 P65 
1 BRAF1 3376 2691 3701 2229 3520 2239 
2 BRAF2 6556 5718 6382 7186 7488 5604 
3 NRAS1 4723 3978 5148 4293 4909 3426 
4 NRAS2 5360 3705 4368 4280 4663 2984 
5 NRAS3 4326 3676 4817 3629 4617 2727 
6 NRAS4 4568 554 3962 224 4833 427 
7 NRAS5 4219 3174 3647 3427 3890 2933 
8 KRAS1 5273 4060 5277 4491 5548 3704 
9 KRAS2 4297 3128 3177 3071 4227 2575 
10 KRAS3 3253 2511 3023 2993 3536 2526 
11 KRAS4 4874 3163 3631 3602 3659 2605 
12 KRAS5 3757 2336 2794 2793 3712 2143 
13 KRAS6 4705 3912 4368 3800 4664 3191 
14 KRAS7 4242 3372 3751 3576 4219 2953 
15 TP53_1 5975 3912 5022 4689 4628 3570 
16 TP53_2 2835 1786 2588 1787 2685 1760 
17 TP53_3 933 1424 2095 1143 2235 826 
18 TP53_4 2175 1855 2369 1894 2803 1680 
19 TP53_5 2722 2130 2570 1947 3172 1871 
20 TP53_6 2052 1106 1768 1177 1820 1239 
21 TP53_7 3063 1765 2340 1537 2552 1979 
22 TP53_8 81 68 91 48 111 83 
23 TP53_9 6227 3720 4772 3728 5282 3420 
24 TP53_10 3115 1767 2212 2198 2671 1746 
25 TP53_11 7108 5082 5850 6192 6691 4216 
26 TP53_12 466 337 440 389 505 304 
27 TP53_13 7827 4710 6606 5670 6795 4056 
28 TP53_14 10314 7232 9330 9026 9382 6332 
29 TP53_15 9348 6272 8035 6653 8386 5932 
30 TP53_16 337 258 263 242 368 213 
31 TP53_17 5697 4083 5620 3865 5304 3387 
32 TP53_18 4348 2949 4007 3221 3653 2388 
33 TP53_19 5724 4073 5290 4371 5131 3564 
34 TP53_20 4916 3064 4292 3566 4174 2774 
35 TP53_21 3677 2398 3156 2731 3295 2256 
36 TP53_22 238 139 176 122 228 124 
37 TP53_23 5412 3778 6171 3503 6021 4515 
38 TP53_24 2581 2160 2964 1823 2572 1941 
39 TP53_25 4673 3437 4336 3847 4877 3235 
40 TP53_26 2008 1561 1773 1079 2297 1282 
41 TP53_27 452 336 471 238 591 373 
42 TP53_28 1183 978 998 898 1382 779 
43 TP53_29 168 99 162 85 161 135 
44 TP53_30 111 60 95 81 75 80 
45 TP53_31 1952 1300 1639 1263 1844 1296 
46 TP53_32 9886 6329 7000 7781 8226 5631 
47 TP53_33 4375 3003 3691 2767 4108 2575 
48 TP53_34 4369 3200 3848 3271 3898 2691 
49 TP53_35 2155 1633 2067 1944 2173 1664 
50 TP53_36 7229 4477 6151 5488 5718 3783 
51 TP53_37 10600 6308 8148 7558 8471 6374 
52 TP53_38 141 82 116 71 137 107 
53 TP53_39 4097 2302 3551 3818 4158 2803 
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amplicon GENE P66 P67 P68 P69 P70 P71 
1 BRAF1 3654 2363 4197 4871 3542 2142 
2 BRAF2 8571 5777 9440 12545 8873 8256 
3 NRAS1 5766 4052 6015 8608 5347 4921 
4 NRAS2 4782 3605 6005 7611 5011 5393 
5 NRAS3 4959 3182 5339 6958 4501 3980 
6 NRAS4 968 2078 5675 4427 357 3101 
7 NRAS5 4825 3332 5223 6738 4378 4063 
8 KRAS1 6149 4448 7669 9233 5745 4488 
9 KRAS2 4086 3241 4959 7574 3234 2631 
10 KRAS3 4018 2723 4613 6332 3714 2852 
11 KRAS4 4348 3114 5153 7196 4007 3664 
12 KRAS5 4129 2889 4535 5752 3411 3032 
13 KRAS6 5561 1773 6244 8749 4473 5001 
14 KRAS7 4641 3353 5696 7572 4427 3334 
15 TP53_1 5951 4191 6991 8359 5660 6969 
16 TP53_2 3372 2136 3548 3891 2688 2593 
17 TP53_3 1423 595 1503 1371 1871 1290 
18 TP53_4 2808 1998 3007 3973 2484 2001 
19 TP53_5 2913 2114 2878 4442 1921 1846 
20 TP53_6 2421 1355 2543 2438 1781 1086 
21 TP53_7 3287 2172 3348 4529 1923 2089 
22 TP53_8 199 44 192 159 106 85 
23 TP53_9 5905 3964 6514 8317 5006 2807 
24 TP53_10 3123 2078 3756 3830 2704 3070 
25 TP53_11 6811 5185 7928 10476 6667 7480 
26 TP53_12 452 388 436 671 401 333 
27 TP53_13 7685 5295 8956 9760 7165 5533 
28 TP53_14 10822 7794 13060 14797 10451 13021 
29 TP53_15 9884 6251 11478 12614 9047 7879 
30 TP53_16 422 213 387 649 191 237 
31 TP53_17 5799 3937 6359 7645 5548 6069 
32 TP53_18 3795 3211 4292 5372 3604 1841 
33 TP53_19 5860 4077 6782 7760 5735 6449 
34 TP53_20 4881 3220 5598 6572 4629 5579 
35 TP53_21 3716 2868 4279 5229 3516 4337 
36 TP53_22 236 123 235 317 175 128 
37 TP53_23 7382 3664 7770 8137 6321 4371 
38 TP53_24 3016 2116 3427 3690 2612 2612 
39 TP53_25 5002 3332 5620 7354 4798 4076 
40 TP53_26 2127 1561 2298 3892 1505 1357 
41 TP53_27 570 464 577 904 449 309 
42 TP53_28 1279 858 1515 2193 1067 1550 
43 TP53_29 154 129 209 229 150 122 
44 TP53_30 116 52 129 115 109 42 
45 TP53_31 2017 1233 2192 2865 1698 2254 
46 TP53_32 9627 6966 11253 13314 8609 9356 
47 TP53_33 4373 2773 4770 6573 3412 2427 
48 TP53_34 4725 3240 5295 6539 4029 3730 
49 TP53_35 2698 1937 2983 3372 2312 4018 
50 TP53_36 6927 5134 7951 9138 6613 6765 
51 TP53_37 10489 7202 12442 14085 9268 9101 
52 TP53_38 172 114 242 288 113 211 
53 TP53_39 4664 3318 6256 6000 4559 5086 
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amplicon GENE P72 P73 P74 P75 P76 P77 
1 BRAF1 1671 2874 4541 5496 2243 1986 
2 BRAF2 4113 8578 12698 16284 6032 5063 
3 NRAS1 2514 4814 4626 8224 3556 2746 
4 NRAS2 2794 5559 6453 8646 3698 3536 
5 NRAS3 2179 3869 5044 5808 2956 2368 
6 NRAS4 918 3235 2525 3000 2107 1919 
7 NRAS5 2482 4507 6111 7648 3343 2774 
8 KRAS1 2236 4359 5852 8327 3215 2696 
9 KRAS2 1576 2618 3804 4586 2089 1593 
10 KRAS3 1806 3250 3099 5872 2297 1663 
11 KRAS4 1687 4005 5371 8184 2654 1903 
12 KRAS5 2050 3075 4685 6811 2337 1812 
13 KRAS6 1552 4982 6670 5726 3306 2628 
14 KRAS7 1807 3623 4219 5651 2352 1877 
15 TP53_1 3261 8210 7532 14306 5062 3722 
16 TP53_2 1583 3171 2942 5463 2001 1760 
17 TP53_3 463 482 1531 1114 1199 645 
18 TP53_4 1125 2088 1784 2831 1766 1361 
19 TP53_5 962 1600 1534 2519 1228 1194 
20 TP53_6 1160 2301 2298 2514 1394 1312 
21 TP53_7 1491 3111 2593 3944 2036 1891 
22 TP53_8 130 132 192 269 124 158 
23 TP53_9 1745 3417 3365 6216 2693 2300 
24 TP53_10 1774 3885 3327 6740 2354 1924 
25 TP53_11 2932 7213 5919 10528 4462 3611 
26 TP53_12 163 420 298 831 334 226 
27 TP53_13 3196 6090 6115 10917 4742 3947 
28 TP53_14 6115 13246 12044 22215 9033 7207 
29 TP53_15 4562 8738 8673 14588 6506 5575 
30 TP53_16 144 241 334 387 206 308 
31 TP53_17 3735 8006 7140 14808 5641 4766 
32 TP53_18 1485 2868 2950 2412 2423 1556 
33 TP53_19 4024 7966 7647 15335 5308 3819 
34 TP53_20 3216 5310 5807 11693 4042 2894 
35 TP53_21 2326 4324 4749 8965 3434 2391 
36 TP53_22 67 70 110 244 87 88 
37 TP53_23 4277 6207 6688 12807 5009 4260 
38 TP53_24 1664 3766 3290 5954 2140 1764 
39 TP53_25 1818 4059 3832 6705 2943 2246 
40 TP53_26 748 1547 1851 2494 1149 796 
41 TP53_27 282 445 419 549 397 326 
42 TP53_28 801 1690 1363 2561 1045 952 
43 TP53_29 140 171 152 327 91 159 
44 TP53_30 102 91 96 345 60 104 
45 TP53_31 1437 2637 2251 4479 1687 1393 
46 TP53_32 4101 9204 8737 15228 6031 4988 
47 TP53_33 1677 2784 2914 4711 2201 1967 
48 TP53_34 1841 4525 4130 7827 2865 2239 
49 TP53_35 1954 4688 3980 8020 2741 2298 
50 TP53_36 3213 7134 6271 12751 5172 3638 
51 TP53_37 4987 10251 9988 17769 7410 5925 
52 TP53_38 157 287 199 498 168 121 
53 TP53_39 2512 5481 5056 9305 3579 3551 
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amplicon GENE P78 P79 P80 P81 P82 P83 
1 BRAF1 2298 6702 2685 3147 2101 2940 
2 BRAF2 5527 18009 7135 7637 5313 8530 
3 NRAS1 3498 7420 4182 4559 2913 5105 
4 NRAS2 4346 7816 4736 5440 3131 5727 
5 NRAS3 2747 5901 4246 3981 2595 4336 
6 NRAS4 1118 2859 1481 1413 2673 2417 
7 NRAS5 3011 6463 3913 4148 2621 4279 
8 KRAS1 3778 6983 4557 4677 3181 5014 
9 KRAS2 2687 3979 2608 2944 1874 3527 
10 KRAS3 2347 2412 2679 3158 2205 3017 
11 KRAS4 2834 5705 3601 3470 2130 4305 
12 KRAS5 2183 4619 2941 2868 1959 3175 
13 KRAS6 3716 7226 4404 4536 2799 5203 
14 KRAS7 3026 4651 3469 3226 2184 3102 
15 TP53_1 3936 5379 6174 6217 4064 5893 
16 TP53_2 1642 2243 2307 2354 1749 1984 
17 TP53_3 532 729 516 768 1327 461 
18 TP53_4 1487 1659 1729 1970 1609 2110 
19 TP53_5 1544 1657 1628 2008 1329 1894 
20 TP53_6 1502 1839 2000 1989 1309 665 
21 TP53_7 1996 2561 2820 3100 1987 1701 
22 TP53_8 62 172 154 204 131 27 
23 TP53_9 2651 3066 3383 3504 2324 2598 
24 TP53_10 2042 2919 3437 3153 2117 3202 
25 TP53_11 4281 5545 6147 5991 3914 8667 
26 TP53_12 285 314 351 501 259 330 
27 TP53_13 4073 5019 5518 5913 4170 7138 
28 TP53_14 7493 9885 12111 11411 7937 13917 
29 TP53_15 5136 7327 8284 8067 5980 6668 
30 TP53_16 375 323 221 412 293 382 
31 TP53_17 4499 5892 7353 6889 4671 4941 
32 TP53_18 2269 2188 2820 2909 2327 627 
33 TP53_19 3730 5150 6476 5937 4080 4978 
34 TP53_20 2859 4118 4573 4845 3298 4251 
35 TP53_21 2857 3452 3874 4931 2842 4107 
36 TP53_22 85 77 103 146 95 101 
37 TP53_23 3780 5144 5591 6069 4260 3374 
38 TP53_24 1933 2546 3423 2960 1921 2556 
39 TP53_25 2610 423 3501 3486 2531 4702 
40 TP53_26 1133 213 1567 1598 1096 1295 
41 TP53_27 457 233 489 303 349 126 
42 TP53_28 1012 1096 1402 1398 1009 1280 
43 TP53_29 89 57 83 182 101 149 
44 TP53_30 37 124 73 150 59 45 
45 TP53_31 1401 255 1913 2088 1401 2245 
46 TP53_32 5728 1043 8087 8158 5334 9412 
47 TP53_33 2517 334 2603 3391 2102 2106 
48 TP53_34 2692 435 3740 3834 2293 3610 
49 TP53_35 1962 2608 3697 3299 2192 3546 
50 TP53_36 3928 780 5952 6000 4299 5923 
51 TP53_37 5742 1072 9006 8795 6117 9180 
52 TP53_38 181 17 275 259 159 197 
53 TP53_39 3313 527 5237 4808 3606 4508 
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amplicon GENE P84 P85 P86 P87 
1 BRAF1 2173 2707 4817 3676 
2 BRAF2 5195 8243 14281 9944 
3 NRAS1 2783 4455 7531 5410 
4 NRAS2 3567 5516 9879 6430 
5 NRAS3 2615 3906 7175 4966 
6 NRAS4 606 1202 6598 3196 
7 NRAS5 2867 4356 7765 4905 
8 KRAS1 3036 4536 9073 5613 
9 KRAS2 2246 3001 5918 3648 
10 KRAS3 2126 3254 5859 4025 
11 KRAS4 2314 4165 7323 4891 
12 KRAS5 2350 2904 5306 4005 
13 KRAS6 3498 5171 9224 6767 
14 KRAS7 2423 2991 5667 3754 
15 TP53_1 3644 5558 9648 7894 
16 TP53_2 1659 2354 3760 3042 
17 TP53_3 1096 339 2324 581 
18 TP53_4 1521 1887 3263 2491 
19 TP53_5 1456 1589 3551 2178 
20 TP53_6 1252 827 1740 1492 
21 TP53_7 1633 1926 3187 2945 
22 TP53_8 103 50 124 90 
23 TP53_9 2400 2106 4085 4022 
24 TP53_10 2136 3430 5121 4566 
25 TP53_11 4132 7852 12919 9444 
26 TP53_12 289 299 498 505 
27 TP53_13 4040 6295 12045 7975 
28 TP53_14 7436 12926 19622 15927 
29 TP53_15 5260 4905 9975 8125 
30 TP53_16 253 317 733 335 
31 TP53_17 4155 4644 7482 7486 
32 TP53_18 1819 3047 5991 4059 
33 TP53_19 3838 4663 7395 7170 
34 TP53_20 2901 3888 7681 5741 
35 TP53_21 2523 3489 6278 5166 
36 TP53_22 77 95 248 117 
37 TP53_23 3875 2545 4639 5371 
38 TP53_24 1884 2466 4514 4027 
39 TP53_25 2361 3979 7160 5168 
40 TP53_26 1095 1093 2058 1870 
41 TP53_27 345 377 710 508 
42 TP53_28 926 1191 2497 1761 
43 TP53_29 97 89 211 180 
44 TP53_30 67 37 72 104 
45 TP53_31 1415 2158 3321 2812 
46 TP53_32 5336 8756 14531 11285 
47 TP53_33 2196 1820 4465 3284 
48 TP53_34 2355 3213 5551 4959 
49 TP53_35 2283 3448 4482 4651 
50 TP53_36 3504 5272 8953 7475 
51 TP53_37 5831 9278 14361 12423 
52 TP53_38 109 176 386 254 




Supplementary Table 2: KRAS, BRAF, NRAS and TP53 variants detected and their variant allele frequency (VAF) per tumor/case analyzed, 


























Patient 1 A146P 44 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 NO 
Patient 2 A146T 15 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Capecitabine 
Patient 3 G12A 34 Wild-type 0 Wild-type 0 R273C 26 NO 
Patient 4 G12A 36 Wild-type 0 Wild-type 0 S215R 38 
Patient 5 G12A 36 Wild-type 0 Wild-type 0 R175H 32 Xelox NO 
Patient 6 G12A 41 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 NO 
Patient 7 G12D 2 Wild-type 0 Wild-type 0 L111R 3 NO 
Patient 8 G12D 24 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
Patient 9 G12D 27 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 NO 
Patient 10 G12D 39 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 NO 
Patient 11 G12D 43 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Capecitabine 
Patient 12 G12D 45 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 NO 
Patient 13 G12D 47 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Xelox NO 
Patient 14 G12S 27 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
Patient 15 G12V 13 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 NO 
Patient 16 G12V 24 Wild-type 0 Wild-type 0 T253P fsTer92 44 
Patient 17 G12V 28 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 NO 
Patient 18 G12V 30 Wild-type 0 Wild-type 0 R282W 30 NO 
Patient 19 G12V 31 Wild-type 0 Wild-type 0 R156H 27 NO 
Patient 20 G13D 10 Wild-type 0 Wild-type 0 R248W 9 
Patient 21 G13D 42 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Xelox NO 
Patient 22 K147E 52 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
Patient 23 Q61H 41 Wild-type 0 Wild-type 0 R175H 51 Xelox NO 
Patient 24 Q61L 23 Wild-type 0 Wild-type 0 Cys277ValfsTer68 14 Xelox NO 
Patient 25 Wild-type 0 V600E 40 Wild-type 0 C275Y 72 NO 
Patient 26 Wild-type 0 V600E 30 Wild-type 0 Wild-type 0 YES 
Patient 27 Wild-type 0 V600E 8,5 Wild-type 0 R158C 9 Capecitabine YES 
Patient 28 Wild-type 0 V600E 20 Wild-type 0 Wild-type 0 
 
YES 
Patient 29 Wild-type 0 V600E 32 Wild-type 0 R196* 84 Xelox 
Patient 30 Wild-type 0 V600E 6 Wild-type 0 V272M 1,8 
 
NO 
Patient 31 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 His178ProfsTer3 42 Capecitabine NO 
Patient 32 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 R282W 23 Xelox NO 
Patient 33 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Q192* 85 
 
NO 
Patient 34 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 G112- 68 NO 
Patient 35 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Pro152AlafsTer14 63 Xelox NO 
Patient 36 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 N247I 74 NO 
Patient 37 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Leu201GlyfsTer47 50 
  Patient 38 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type Wild-type 0 Tomox 
Patient 39 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 c.376-2A>G SPLICE 54 NO 
Patient 40 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 V173L 89 Xelox 
 Patient 41 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 R248Q 21 Tomudex NO 
Patient 42 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
 
YES 
Patient 43 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 C135F 17 NO 
Patient 44 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Xelox NO 
Patient 45 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Capecitabine NO 
Patient 46 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
 
NO 
Patient 47 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
Patient 48 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 YES 
Patient 49 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
 
NO 
Patient 50 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 R175H 1,5 NO 
Patient 51 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 R282W 48 Xelox NO 
Patient 52 Wild-type 0 Wild-type 0 mutado 2,5 Wild-type 0 
Patient 53 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
 
NO 
Patient 54 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Xelox NO 
Patient 55 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Capecitabine NO 
Patient 56 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Xelox NO 
Patient 57 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
Patient 58 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
 
NO 
Patient 59 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
Patient 60 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Capecitabine NO 


















Patient 62 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
  Patient 63 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
 
NO 
Patient 64 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Capecitabine 
Patient 65 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type Wild-type 0 
Patient 66 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
  Patient 67 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
  Patient 68 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Xelox NO 
Patient 69 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 NO  
Patient 70 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Xelox/RT 
Patient 71 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Capecitabine 
 Patient 72 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Capecitabine 
 Patient 73 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 
 
Wild-type 0 
  Patient 74 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 R248W 62 Tomox 
Patient 75 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 S366A 41 Xelox NO 
Patient 76 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Utefox NO 
Patient 77 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
  Patient 78 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Xelox YES 
Patient 79 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Cisplatin/Etoposide 
Patient 80 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
  Patient 81 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
  Patient 82 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Capecitabine 
 Patient 83 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Capecitabine NO 
Patient 84 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
Patient 85 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
  Patient 86 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 Wild-type 0 
 
NO 















2. Artículo 2: “Heterogeneidad del estado 
mutacional de KRAS, NRAS, PIK3CA y BRAF en 
muestras pareadas de tumores primarios, 
ganglios linfáticos y metástasis hepáticas 
obtenidas de pacientes con cáncer colorrectal 
metastásico”. 
 
OBJETIVOS : A día de hoy es bien sabido que las mutaciones activadoras en los 
genes KRAS y NRAS se asocian con una respuesta deficiente a las terapias nti-EGFR en 
pacientes con cáncer colorectal (CCR) metastásico. Además, se ha visto que 
aproximadamente la mitad de los pacientes con CCR con KRAS nativo (no mutado) no 
responden a estas terapias. Esta ausencia de respuesta al tratamiento podría deberse a que 
la decisión terapéutica se basa en el perfil mutacion l del tumor primario, sin considerar la 
posibilidad de que coexistan pequeños subclones de células tumorales con mutaciones en 
RAS en otras muestras tumorales del paciente, ganglios linfáticos mestastásicos o 
metástasis hepáticas.  
MATERIAL Y MÉTODOS:  En este trabajo analizamos el perfil mutacional de 
los genes KRAS, NRAS, BRAF y PI3KCA mediante PCR específica de alelo en formato de 
microarrays de baja densidad en muestras pareadas de 26 tumores primarios, 16 ganglios 
metastásicos y 34 muestras de metástasis hepáticas procedentes de 26 pacientes con CCR 
metastásico no tratados (n = 76 muestras) .  
RESULTADOS: De manera global se detectaron un total de 37 mutaciones en 
las 76 muestras tumorales analizadas (11 en tumores p imarios, 9 en metástasis 
ganglionares y 17 en metástasis hepáticas). Las mutaciones más frecuentemente 
encontradas en tumores primarios fueron KRAS (15%) y PI3KCA (15%), seguidas por 
NRAS (8%) y BRAF (4%). La distribución de las mutaciones encontradas en las 16 
metástasis ganglionares analizadas fue la siguiente: 4 muestras (25%) presentaron 
mutaciones en el gen KRAS, 3 (19%) en el gen NRAS y 1 mutación en cada uno de los 
genes PI3KCA y BRAF (6%). Como era de esperar, la mutación más prevalente n las 
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metástasis hepáticas fue en el gen KRAS (35%), seguido de los genes PI3KCA (9%) y 
BRAF (6%). De los 26 pacientes estudiados, 15 (58%) mostrar n una concordancia global 
entre las mutaciones detectadas en las metástasis ganglionares y las metástasis hepáticas en 
comparación con el tumor primario, lo que sugiere la ausencia de evolución clonal. Por el 
contrario, los 11 pacientes restantes (42%) no mostrar n concordancia entre los perfiles 
mutacionales identificados entre los tumores primarios y las muestras 
ganglionares/metástasis hepáticas, sugiriendo la presencia de evolución clonal a nivel 
inter-tumoral.  
CONCLUSIONES: En este estudio confirmamos la presencia de diferent s 
perfiles mutacionales entre tumores primarios, metástasis ganglionares y metástasis 
hepáticas. Estos hallazgos sugieren la necesidad de realizar el análisis mutacional en todas 
las muestras tumorales disponibles de los pacientes con CCR metastásico antes de tomar 






































3. Artículo 3: “Implicaciones pronósticas de la 
expresión proteica de EGFR en CCR y su 
correlación con el número de copias del gen, 
niveles de ARNm y regulación de la expresión 
por miARN”  
 
OBJETIVOS:  El cáncer colorrectal (CCR) esporádico es la tercera neoplasia 
diagnosticada con mayor frecuencia en todo el mundo y la segunda causa de muerte 
relacionada con cáncer. La mayoría de estas muertes son causadas por la diseminación 
metastásica del tumor primario (principalmente al hígado). Recientes estudios genéticos 
sugieren que el potencial metastásico radica en el propio tumor primario. Sin embargo, 
estos hallazgos aún no han sido confirmados a nivel genómico mediante técnicas de 
inmunohistoquímica (IHQ), técnica que habitualmente se utiliza para la clasificación 
pronóstica del CCR esporádico. El objetivo de este estudio fue explorar el impacto 
pronóstico de los marcadores de IHQ que típicamente se usan en la rutina para el 
diagnóstico de CCR esporádico.  
MATERIAL Y MÉTODOS:  Analizamos el valor pronóstico de la expresión de 
las proteínas alteradas más frecuentemente en los carcinomas colorrectales esporádicos de 
51 pacientes con CCR (25 tumores que desarrollaron metástasis hepáticas y 26 tumores no 
metastásicos, con una mediana de seguimiento de 103 meses) utilizando técnicas de IHQ. 
Además, en todos los casos evaluamos la expresión y la regulación del gen EGFR 
empleando arrays de alta densidad (ARNm y miARNs). Para los estudios de del número de 
copias (CNV) del gen EGFR, se utilizaron arrays de SNPs de 500K y técnicas de FISH.  
RESULTADOS: Las únicas diferencias estadísticamente significativas 
encontradas en la expresión IHQ entre CCR metastásicos y no metastásicos fueron para 
MLH1 (p = 0.05), PMS2 (p = 0.02), CEA (p <0.001) y EGFR (p <0.001). La expresión de 
la proteína EGFR se asoció con la presencia de metástasis en los ganglios linfáticos (p = 
0,001), metástasis hepáticas en el momento del diagnóstico (p <0,001) y estadios 
avanzados de la enfermedad (p <0,001). Además, encontramos una asociación 
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significativa entre la positividad IHQ de EGFR con el número de copias del gen EGFR, 
determinado por FISH y arrays de SNPs, así como con niveles de ARNm de EGFR, 
detectados por arrays de oligonucleótidos. Al mismo tiempo, confirmamos observaciones 
previas sobre miARNs candidatos de la regulación de la expresión de EGFR, identificando 
interacciones potenciales de dos miARNs, miR-134 y miR-4328, que podrían estar 
implicados en la regulación de la expresión de EGFR en tumores no metastásicos y 
metastásicos, respectivamente. La expresión de EGFR (p = 0,005) se asoció con un 
pronóstico significativamente peor. El análisis multivariante de factores pronósticos para la 
supervivencia global (SG) mostró la expresión de EGFR (p=0.047) y el estadio pTNM 
(p<0.001) como factores pronósticos independientes.  
CONCLUSIONES: En general, nuestros resultados muestran que la expresión de 
la proteína EGFR y el número de copias de EGFR estaban estrechamente relacionados 
entre sí. La expresión de EGFR podría estar regulada por mecanismos de amplificación o 
polisomías, observado con mayor frecuencia en tumores metastásicos, o por miARNs 
(miRNA-134) en tumores no metastásicos. También mostramos que la expresión IHQ de 
EGFR y el número de copias de EGFR están estrechamente relacionados. La expresión de 
EGFR en pacientes con CCR parece estar relacionada con un mayor potencial metastásico 























































En las últimas décadas se ha incrementado de forma notable el número de 
estudios encaminados al análisis de las características genéticas del cáncer colorrectal 
(CCR), lo cual ha proporcionado importantes avances en la identificación de las 
alteraciones genéticas más frecuentes en estos tumores57,130,294,295, especialmente aquellas 
asociadas al tratamiento de la enfermedad. Así mismo, a semejanza de lo que ocurre en 
otros tumores, se ha sugerido que algunas de las alteraciones genéticas/cromosómicas 
podrían estar asociadas a la evolución y al comportamiento clínico del 
CCR296,151,263,297,298,299). Sin embargo, sigue existiendo una gran variabilidad entre los 
diferentes trabajos publicados, con resultados a veces incluso contradictorios, en relación 
con la incidencia de las alteraciones genéticas más frecuentes en el CCR. A modo de 
ejemplo, las mutaciones a nivel de los genes KRAS y BRAF varían en la bibliografía entre 
el 15300 y el 52%301, y entre el 4302 y 22%303 de los casos analizados, respectivamente. Esta 
variabilidad puede ser debida, al menos en parte, a que en algunos de estos trabajos no se 
toma en consideración la naturaleza heterogénea de estos tumores, caracterizados por la 
existencia de perfiles genéticos (frecuentemente) complejos, de patrones infiltrativos en los 
que se entremezclan en diferentes proporciones células de la mucosa normal y células del 
estroma con las células tumorales dificultando la identificación y caracterización de 
poblaciones celulares poco representadas en la muestra tumoral, además de la gran 
diversidad de técnicas empleadas para el estudio genético de estos tumores habitualmente 
enfocadas a descifrar las alteraciones globales del mismo. Por este motivo, aun cuando se 
hayan definido las alteraciones moleculares más frecuentes en el CCR, la información 
disponible actualmente acerca de las vías de evolución lonal presentes a nivel 
intratumoral en estos tumores, incluyendo aquellas que involucran las alteraciones 
genéticas más habituales, sigue siendo muy limitada, principalmente debido a que en la 
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mayoría de laboratorios el análisis genético se suele realizar en el tumor primario, sin tener 
en cuenta los ganglios o bien las diferentes muestras metastásicas. Por otra parte, la gran 
mayoría de los estudios disponibles hasta la fecha han centrado su objetivo principal en el 
análisis de los genes que directamente están implicados en la respuesta a tratamientos con 
anticuerpos monoclonales anti-EGFR (KRAS y NRAS), siendo mucho más limitada la 
información disponible acerca del estado mutacional de otros genes involucrados también 
en las vía de señalización EGFR, tales como BRAF y TP53, o bien el estado de la 
expresión de la propia proteína. 
En esta tesis doctoral hemos centrado nuestro objetivo n profundizar en la 
caracterización genética y genómica del CCR esporádico enfocado, por un lado, al estudio 
de las mutaciones de los genes más frecuentemente alterados en estos tumores y los 
patrones de evolución clonal existentes a nivel intratumoral, analizando tumor primario, 
ganglios y metástasis de cada uno de los pacientes s udiados y, por otra parte, al estudio 
de los perfiles de expresión que afectan a proteínas implicadas en la transformación 
neoplásica de la mucosa normal, para finalmente detrminar el posible impacto de las 






SECUENCIACIÓN MASIVA PARA LA DETECCIÓN DE 
MUTACIONES EN CCR ESPORÁDICO, CORRELACIÓN CON LAS 
CARACTERÍSTICAS CLINICO-BIOLÓGICAS DE LA ENFERMEDAD E 
IMPACTO PRONÓSTICO 
 
En la actualidad existe un consenso general sobre la necesidad de evaluar 
simultáneamente múltiples marcadores moleculares con el fin de clasificar de manera 
precisa a los pacientes con CCR esporádico y poder proporcionarles un tratamiento 
personalizado. En este sentido, las metodologías de alto rendimiento, en especial las 
técnicas de secuenciación masiva, están cambiando el escenario actual de la clasificación 
de la mayor parte de las enfermedades y adquiere esp cial relevancia en el CCR 
esporádico, en el que no solo es importante el diagnóstico, sino también el pronóstico y el 
tratamiento del paciente. El desarrollo de estas tecnologías permite abordar el análisis 
mutacional de un mayor número de genes a unos costes más reducidos.  En el presente 
trabajo,  diseñamos un panel de amplicones para la identificación simultánea de 
mutaciones en los genes KRAS, NRAS, BRAF y TP53 para investigar la frecuencia de 
mutaciones en una serie de 87 pacientes diagnosticados en nuestro centro de CCR 
esporádico, para determinar el impacto potencial de las mutaciones detectadas en 
pronóstico del paciente y su asociación con las características clínicas y patológicas de la 
enfermedad. El panel diseñado amplificó con éxito los 53 amplicones, con una 
profundidad media de lecturas de 2400x en todas las muestras  analizadas y de una muestra 
de ADN control. La frecuencia y tipo de las diferentes mutaciones identificadas fue 
concordante con los datos previamente descritos en la literatura304,305,306. Además, 
observamos que de los 4 genes analizados; únicamente la mutación BRAF V600E sola o 
asociada al estadio TNM en el momento del diagnóstico tuvo un impacto pronóstico 
independiente tanto para la SG del paciente como para la SLE. No obstante, otras 
características de la enfermedad, histopatológicas (grado histológico del tumor, presencia 
de invasión perineural y linfovascular), clínicas (edad) o genéticas (el estado de los 
162 
 
microsatélites) también demostraron tener un valor pr nóstico cuando se consideraron de 
forma individual, en el análisis multivariante perdi on la significación estadística. 
La frecuencia y la importancia clínica de las mutaciones a nivel del gen KRAS se 
han investigado a fondo en pacientes con CCR, particularmente en el contexto del uso de 
terapias con anti-EGFR304,307,139. A pesar de ello, el impacto pronóstico de las mutaciones 
de KRAS en pacientes con CCR sigue siendo controvertido. Aunque algunos estudios han 
encontrado que las mutaciones del exón 2 (codón 13) predicen un pronóstico adverso, 
mayor riesgo de recidiva y tasas de supervivencia más cortas308, otros estudios destacan el 
valor pronóstico de las mutaciones de KRAS en los exones 3 y 4 (codones 61, 146 y 147), 
como marcador predictivo de SLE101,309 y SG309,253. Por otro lado, otros autores como 
Palomba et al, no encontraron un impacto pronóstico significativo para las mutaciones de 
KRAS en una gran serie de 1.284 pacientes con CCR310. Estos resultados aparentemente 
controvertidos sobre la posible importancia pronóstica de las mutaciones de KRAS en 
CCR, probablemente sean debidos principalmente a lagran heterogeneidad genética 
presente en este tipo tumores, y a las diferencias en la serie de pacientes analizados311. En 
este sentido, varios estudios han mostrado discrepancias en el estado mutacional de KRAS 
entre las diferentes muestras tumorales del mismo paciente, y también se han observado 
discrepancias entre las distintas técnicas de biología molecular utilizadas para la detección 
de estas mutaciones. Por ejemplo, Li et al. encontraron una tasa de discordancia del 19% 
en la frecuencia de mutaciones de KRAS estudiadas mediante técnicas de PCR en tiempo 
real vs. genotipado de SNPs (MassARRAY®), entre tumores primarios y lesiones 
metastásicas pareadas en pacientes chinos con CCR229. En nuestro estudio, encontramos 
mutaciones en KRAS en un tercio de los pacientes analizados, particularmente en tumores 
bien diferenciados, localizados en el colon derecho y sin invasión linfovascular, todo ello 
concordante con observaciones previas297,312,313,314. Sin embargo, en nuestra serie, los 
pacientes con KRAS mutado no mostraron diferencias significativas en la SLE y SG con 
aquellos pacientes que no mostraron mutaciones en et  g n. 
De forma similar, aunque algunos estudios previos han descrito una asociación 
entre las mutaciones a nivel del gen NRAS y una  menor SG315, no pudimos confirmar 
estos hallazgos en nuestra serie, ya que, en línea con estudios previos316, solo 1 de los 87 
pacientes estudiados mostró una mutación en NRAS. Por lo tanto, consideramos que se 
163 
 
requieren más estudios en series más grandes de pacientes CCR para establecer el impacto 
pronóstico de las mutaciones en este gen.  
Como era de esperar, la frecuencia global de mutaciones BRAF detectadas en 
nuestra serie fue menor que la de KRAS101,310. Cabe destacar que los pacientes portadores 
de mutaciones BRAF con mayor frecuencia mostraban características pronosticas adversas, 
mayor frecuencia  de tumores pobremente diferenciados317, presencia de carcinomatosis 
peritoneal314,318 e inestabilidad de microsatélites, como ha sido anteriormente descrito en la 
literatura297,319. Además, y de acuerdo con estudios previos, la mitd de los pacientes de 
nuestra serie con mutación BRAF se encontraron en estadio III de la enfermedad320. La 
mutación de BRAF mostró tener un impacto pronóstico adverso independiente de cualquier 
otra característica de la enfermedad, tanto para la SLE como para la SG, hecho que 
también ha sido descrito por otros autores321,101,322,323. No obstante, para confirmar estas 
observaciones se requieren estudios prospectivos adicionales en series más grandes de 
pacientes. 
Las mutaciones en el gen TP53 se detectaron en un tercio de nuestros casos, una 
frecuencia que se encuentra en el rango inferior al descrito anteriormente por otros 
autores324,325. De acuerdo con observaciones previas, las mutaciones en TP53 se 
observaron con mayor incidencia en mujeres326, pero no mostraron ningún impacto en la 
supervivencia del paciente. En este sentido, los estudios publicados sobre la asociación 
potencial entre las mutaciones de TP53 y el pronóstico del CCR han arrojado resultados 
contradictorios327,328. Esto podría deberse a una potencia estadística insuficiente (tanto en 
nuestra como en otras series) para detectar diferencias modestas de supervivencia entre 
pacientes con TP53 mutado y no mutado, la necesidad de un seguimiento más prolongado 
y la influencia potencial de la terapia adyuvante. Además, debe tenerse en cuenta que el 
alelo no mutado del gen TP53 podría ser funcional y contrarrestar el fenotipo mutado; por 
lo tanto, serían necesarios más estudios para investigar el impacto pronóstico de las 
alteraciones genéticas de TP53 que afectan al otro gen TP53, (p. Ej. la deleción de 17p)296. 
Además de las alteraciones genéticas, otras característi as clínicas-biológicas de 
la enfermedad mostraron también una influencia significativa a la hora de predecir el 
pronóstico de los pacientes con CCR. Entre ellas cabe destacar, el sexo femenino, el 
estadio avanzado de la enfermedad en el momento del diagnóstico, los tumores mal 
diferenciados y la presencia de invasión linfovascular / perineural en la pieza quirúrgica, 
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que junto con el estado mutacional BRAF, se asociaron con un impacto adverso en la SLE 
(en el análisis univariante), resultados que están en línea con estudios previos296,330,331,332. 
Por el contrario, en el análisis univariante solo tuvieron impacto pronóstico en la SG el 
estadio TNM en el momento del diagnóstico, el tamaño del tumor, la inestabilidad de 
microsatélites y el estado mutacional de BRAF. No obstante, el análisis multivariante de 
los distintos factores pronósticos mostró que la presencia de mutaciones en BRAF y un 
estadio TNM avanzado en el momento del diagnóstico constituyen la mejor combinación 
de variables independientes para predecir SLE en pacientes con CCRe. En base a estas 
variables, construimos un sistema de puntuación original que permitió estratificar a los 
pacientes en tres grupos de riesgo con tasas de SLE significativamente diferentes a los 2 
años. Además, este sistema de puntación fue validado en una serie independiente (n=533 
pacientes) que refuerza aún más esta evidencia. Cabe destacar, que en este modelo el 
estado mutacional de BRAF contribuyó específicamente a la sub-estratificación de 
pacientes con TNM en estadio III en casos intermedios frente a casos de alto riesgo de 
recaída. A pesar de que se ha descrito la asociación entre el estado mutacional de los genes 
involucrados en la vía de señalización de EGFR y el pronóstico de pacientes con 
CCR322,333,334,335,336, hasta donde sabemos, esta es la primera vez que se propone un sistema 
de puntuación basado en la evaluación combinada del estadio TNM en el momento del 
diagnóstico y el estado mutacional BRAF, para la identificación de pacientes con 
CCRsometidos a resección tumoral completa con un alto riesgo de recurrencia en los 
primeros 2 años tras diagnóstico (puntuación 2) de la enfermedad. Si el valor pronóstico de 
este nuevo modelo de estratificación de riesgo se confirma en series prospectivas de 
pacientes con CCR esporádico, podría contribuir a allanar el camino para los ensayos que 







PATRONES DE EVOLUCIÓN CLONAL PRESENTES A NIVEL 
INTRATUMORAL EN EL CCR. PERFIL MUTACIONAL EN MUESTRAS 
PAREADAS DE TUMOR PRIMARIO, METÁSTASIS GANGLIONARES Y 
HEPÁTICAS EN PACIENTES CON CCR. 
 
El CCR esporádico es un grave problema sanitario debido a su elevada incidencia 
y mortalidad2. La cirugía es la más eficaz de las estrategias ter péuticas en este tipo de 
tumor, pero en los últimos años se están investigando uevos fármacos contra 
componentes diana específicos de las células tumorales, que mejoran la supervivencia en 
pacientes con enfermedad avanzada y recurrencias. En este sentido, el empleo del nuevo 
arsenal terapéutico basado en el uso de anticuerpos monoclonales frente al gen EGFR, el 
conocimiento del estado mutacional de los genes KRAS y NRAS es imprescindible debido a 
su valor predictivo negativo de respuesta al uso de dichos tratamientos. Este hecho ha 
potenciado la necesidad de la implementación de dichas determinaciones en la mayoría de 
los hospitales de una manera estandarizada dentro de la práctica asistencial diaria. No 
obstante, a pesar de estos conocimientos aproximadamente el 50% de los pacientes con 
CCR metastásico no presentan mutaciones en KRAS y presentan resistencia al tratamiento 
con inhibidores de EGFR337,338. Por lo tanto, la presencia de un genotipo KRAS nativo en 
los tumores primarios de pacientes con CCR metastásico no garantiza el beneficio de los 
inhibidores de EGFR338. La identificación de otros factores que puedan predecir la 
resistencia al tratamiento es de gran importancia par identificar qué pacientes con CCR 
metastásico y KRAS nativo no serán respondedores y desarrollarán resistencia. De hecho, 
estudios recientes indican que el CCR es un tumor genéticamente heterogéneo, que con 
frecuencia muestra cariotipos complejos (> 3 alteraciones genética), en el que coexisten 
dos o más clones de células tumorales portadores de difer ntes alteraciones genéticas. De 
acuerdo con ello, en este trabajo, basado en la utilización de técnicas de PCR especifico de 
alelo para la detección de múltiples regiones frecuentemente alteradas en el CCR, 
observamos patrones genéticos complejos en la mayoría de las muestras tumorales de los 
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CCR estudiados. Para ello analizamos 76 muestras corresp ndientes a 26 pacientes con 
CCR metastásico no tratados, con el fin de establecer as vías de evolución clonal a nivel 
intratumoral. Las muestras correspondieron a 26 tumores primarios, 16 ganglios linfáticos 
metastásicos y 34 metástasis hepáticas. En nuestro conocimiento, este constituye el primer 
estudio que establece un modelo hipotético de evolución clonal intratumoral de los genes 
alterados con mayor frecuencia en CCR esporádico (KRAS, NRAS, PIK3CA y BRAF), 
analizando de forma pareada el estado mutacional en los tumores primarios, así como en 
las metástasis ganglionares y hepáticas , usando arrays de baja densidad. Con esta 
aproximación hemos podido caracterizar de forma específica al diagnóstico, los distintos 
clones de células neoplásicas que coexistían en una misma muestra tumoral, incluyendo 
aquellos clones presentes en frecuencias relativamente bajas (<1% de la celularidad del 
tumor). En general, nuestros resultados muestran que los tumores colorrectales son 
neoplasias genéticamente muy heterogéneas tanto a nivel intratumoral como intertumoral, 
lo que probablemente repercuta en la respuesta a los gentes dirigidos frente a la vía de 
señalización EGFR. Un análisis más detallado de los cl nes de células tumorales 
detectados en cada muestra permitió, por otra parte, es ablecer una relación ontogénica 
entre ellos y por otro lado, definir para cada tumor un modelo hipotético de evolución 
clonal. Para poder identificar la secuencia de las mutaciones acumuladas en un tumor con 
múltiples clones, asumimos que aquellas mutaciones compartidas por todos los subclones 
representarían cambios relativamente tempranos; por el contrario, las mutaciones tardías 
serían aquellas que sólo estaban presentes en algunos de los subclones tumorales.  
La heterogeneidad genética del tumor primario es un reto bien conocido en la 
aplicación de la medicina personalizada339,340,341. En estudios previos se ha visto la 
heterogeneidad de las mutaciones de KRAS en CCR metastásicos primarios226,342 y también 
con respecto a la concordancia del estado mutacional entre los tumores primarios y las 
muestras metastásicas343,344. Sin embargo, la heterogeneidad mutacional entre metástasis 
en órganos y metástasis ganglionares no está bien descrita. Tomando como ejemplo las 
mutaciones de KRAS, algunos estudios han mostrado un 100% de concordancia entre 
tumores primarios de CCR y sus correspondientes muestras metastásicas345,346, mientras 
que otros autores muestran discordancias que oscilan entre el 4 y el 30%347,230. En este 
sentido, Losi et al.348 estudiaron tumores primarios y metástasis pareadas de 35 pacientes, 
e informaron mutaciones de KRAS presentes en el 71% de los casos con una concordania 
del 100%, incluso en recidivas locales del mismo paciente. Sin embargo, la literatura en 
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series consecutivas muestra una incidencia de mutaciones a nivel de KRAS entre el 30-45% 
de los pacientes con CCR metastásico250,252,349. La serie analizada por Knijn et al. (n = 305 
pacientes) mostró una concordancia del 96% en el estado de KRAS entre el tumor primario 
y metástasis hepáticas pareadas350. Este hallazgo es acorde al hecho de que las mutaciones 
de KRAS se presentan principalmente como un evento molecular temprano. Por otro lado, 
existe una evidencia creciente de un grado de discor ancia en el estado mutacional de 
KRAS entre diferentes muestras tumorales del mismo paciente. Recientemente, Jeantet et 
al.351 describieron un 33% de los casos con heterogeneidad intratumoral espacial para 
mutaciones en RAS, donde observaron que dentro del mismo tumor coexistían zonas con 
mutaciones en KRAS y/o en NRAS y zonas del tumor sin la presencia de estas 
mutaciones. Kosmidou et al.227 encontraron una heterogeneidad intratumoral similar  
cuando compararon la presencia de mutaciones en KRAS en el centro del tumor y en zonas 
periféricas (con una discordancia del 44%). Al-Mulla et al.352 analizaron el estado 
mutacional de KRAS en 26 metástasis hepáticas y 31 muestras de ganglios linfáticos 
metastásicos y detectaron una tasa de discordancia glob l del 19% en comparación con el 
tumor primario. De la misma forma, la discordancia encontrada por Albanese et al. fue del 
30% de su serie analizada347. Asimismo, Miranda et al.353 encontraron diferentes 
frecuencias de mutaciones en KRAS en 101 pacientes con CCR: ganglios linfáticos (19%), 
metástasis hepáticas (38%) y tumores primarios (32%). La menor incidencia mutacional en 
los ganglios linfáticos en comparación con los tumores primarios puede indicar una 
selección clonal en el tumor primario, donde las células neoplásicas que colonizan los 
ganglios linfáticos con mayor frecuencia, son aquellas que no presentan mutaciones en 
KRAS. Por otro lado, la presencia de mayores tasas de mutaciones en KRAS en las 
muestras metástasis hepáticas puede ser explicado por la adquisición gradual de 
mutaciones como una anomalía secundaria durante la progresión de la enfermedad. Otros 
genes implicados en la vía de señalización de EGFR (NRAS, BRAF y PIK3CA) han sido 
estudiados ampliamente en CCR esporádicos primarios. Mao et al.344 realizaron una 
revisión y meta análisis examinando la concordancia del estado mutacional de KRAS, 
BRAF y PIK3CA entre tumores primarios y metástasis, encontrando altas tasas de 
concordancia entre ellos, pero baja con relación a las metástasis ganglionares. Más aun, 
Baldus et al.230 analizaron las mutaciones en estos tres genes en mu stras pareadas de 
tumores primarios y metástasis ganglionares en 55 pacientes con CCRe, encontrando 
discordancias para KRAS (31% de los casos), BRAF (4%) y PIK3CA (13%). Como hemos 
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demostrado previamente con técnicas de FISH y arrays de alta densidad219 las metástasis 
de un individuo con CCR son, desde el punto de vista genético, extremadamente similares 
entre sí, pero son divergentes del tumor primario. L s eventos genéticos clonales 
particulares presentes en las muestras de metastásic  también se pueden encontrar en 
subclones restringidos del tumor primario, lo que sugiere que solo algunas células 
tumorales dentro del tumor primario tienen la capacidad de metastatizar, como se observa 
con cierta frecuencia en el meduloblastoma humano354, o bien clones de células tumorales 
presentes en el tumor primario que experimentan cambios genéticos adicionales en la 
periferia. De hecho, en nuestra serie, las mutaciones del gen KRAS fueron más frecuentes 
en las metástasis hepáticas (36%) que en sus corresp ndientes tumores primarios (16%). 
La mayor incidencia de mutaciones de KRAS en metástasis hepáticas indica que son 
mutaciones adquiridas. Existe un consenso general d que la progresión del cáncer surge 
de una única célula mutada, seguida de una expansión clonal asociada con alteraciones 
genéticas132,57. La adquisición de estas alteraciones puede dar como resultado la aparición 
de nuevos subclones tumorales con diferentes genotipos355,356. En este contexto, 
observamos que 13 de los 16 tumores primarios sin mutaciones en los genes analizados no 
cambiaron su perfil molecular durante la progresión de la enfermedad. Esto puede deberse 
a que los tumores están formados por un único clon no mutado y son genéticamente más 
estables. Varios estudios han examinado marcadores pronósticos después de la resección 
de metástasis hepáticas de CCR concluyendo que la estabilidad genética se asocia con un 
mejor pronóstico357.  
Fue interesante observar que en 5 de los 11 casos que mostraron una evolución 
clonal lineal entre el tumor primario y la metástasis ganglionar, cuatro fueron clones WT. 
Como se ha discutido anteriormente230,353, la menor incidencia de mutaciones en las 
metástasis ganglionares indica que estas metástasis on causadas por clones tumorales que 
escapan del tumor primario en las primeras etapas de la enfermedad, antes que ocurra el 
evento  mutacional. Además, nuestro estudio pone de manifiesto que en el proceso 
metastásico se observa una selección clonal, donde se adquieren mutaciones durante la 
progresión tumoral. Por el contrario, los clones de células tumorales con mutaciones en 
KRAS se observan desde el comienzo o durante el proceso m tastásico. Es bien sabido que 
las mutaciones en RAS y BRAF son mutuamente excluyentes294, pero nuestro estudio 
muestra que la presencia de una mutación en KRAS o BRAF en el tumor primario o en 
sitios metastásicos no excluye la presencia de la otra mutación en una ubicación diferente. 
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La presencia de mutaciones distintas entre las muestras del mismo paciente sugiere la 
existencia de diferentes clones de células tumorales en un mismo tumor y, a medida que 
progresa la enfermedad, se modifica el perfil mutacional de las células tumorales.  
En la actualidad, el estudio mutacional de los genes KRAS y NRAS en el CCR se 
realiza de manera sistemática en la práctica clínica en tumores primarios90 para el 
tratamiento con inhibidores de EGFR. En nuestra serie, 20 de los 26 pacientes no 
mostraron mutaciones para KRAS o NRAS en los tumores primarios y por tanto, hubieran 
sido candidatos para tratamientos con anticuerpos mnoclonales. No obstante, cinco de 
estos 20 pacientes presentaban mutaciones en KRASo NRAS bien en los ganglios linfáticos 
o en las metástasis hepáticas.  
En resumen, la coexistencia de diferentes clones de células tumorales en una 
neoplasia maligna primaria y en sus correspondientes m tástasis, junto con la evolución 
clonal del CCR podría explicar por qué algunos pacientes no responden a los inhibidores 
de EGFR, y confirmar la utilidad de evaluar mutaciones KRAS y NRAS no solo en tumores 












PERFIL INMUNOHISTOQUÍMICO ASOCIADO AL PRONÓSTICO 
DEL CARCINOMA COLORRECTAL 
 
Los pacientes con CCR esporádico que no presentan metástasis a distancia tanto 
en el momento del diagnóstico como durante el seguimiento de la enfermedad, a menudo 
se curan mediante resección quirúrgica del tumor primario con administración opcional de 
terapia adyuvante. Sin embargo, cuando se produce el proceso metastásico, habitualmente 
en el hígado, las posibilidades de curación se reducen drásticamente. Recientes estudios 
genéticos sugieren que el potencial metastásico radica en las anomalías 
genéticas/genómicas presentes en el propio tumor primario. En este sentido, recientemente 
nuestro grupo de investigación estableció que los tumores primarios del CCR metastásico 
presentan un perfil genético específico, definido por las ganancias de los cromosomas 7, 
8q, 11q, 13q, 20q y X y las pérdidas de las regiones cromosómicas 1p, 8p, 17p y 18q. 
Aunque el conocimiento de los mecanismos genéticos subyacentes al proceso metastásico 
ha avanzado significativamente en los últimos años225, la expresión de los genes ubicados 
en estas regiones cromosómicas mediante técnicas de inmunohistoquímica (IHQ) para la 
estratificación del riesgo de los pacientes sigue siendo 
controvertido358,359,360,361,362,363,364,365,366. Probablemente debido a que los mecanismos 
celulares implicados en la génesis y la progresión tumoral dependen, no solo de las 
alteraciones genéticas propiamente dichas sino también, de la expresión de los genes 
codificantes de proteínas, y por ello, nos planteamos estudiar los perfiles de expresión 
génica de los CCR, empleando técnicas de IHQ, con el fin de entender mejor los 
mecanismos moleculares alterados en estos tumores, y la posible implicación en el 
pronóstico de la enfermedad. Para tal fin, estudiamos el perfil inmunohistoquímico de 
tumores primarios de CCR esporádicos metastásicos y no metastásicos. Además, una vez 
determinada la proteína con mayor relevancia pronóstica (EGFR), analizamos la 
correlación entre la expresión por IHQ con el número de copias del gen, niveles de ARNm 
y miARNs candidatos para su regulación.  Para evitar los casos falsos negativos en el 
grupo de pacientes no metastásicos, solo se seleccionaron casos de CCR con un 
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seguimiento largo (mediana de seguimiento de 103 meses). De manera similar, sólo los 
pacientes con metástasis hepáticas que se habían sometid  a una resección completa (R0) 
de sus tumores primarios y de las metástasis se incluyeron en el grupo de pacientes 
metastásicos. Para la caracterización inmunohistoquímica de ambos grupos de pacientes se 
utilizaron anticuerpos dirigidos a las proteínas más frecuentemente implicadas en el 
CCR367,368 y ubicadas en regiones cromosómicas previamente descritas en la progresión de 
la enfermedad. En estudios previos se ha observado que los CCR con metástasis hepáticas 
y CCR no metastásicos359,369 comparten un patrón similar de expresión 
inmunohistoquímico de proteínas; esta observación fue confirmada por nuestro grupo, 
donde observamos que el patrón inmunohistoquímico  detectado  para los tumores 
metastásicos vs. no metastásicos fueron similares para la expresión de la mayoría de los 
anticuerpos analizados. Así, ambos grupos de pacientes mostraron  altos niveles de c-Myc 
y p53, negatividad para Her2 y expresión de Ki-67 ≤50%, entre otros. Por el contrario, la 
expresión de las proteínas MLH1, PMS2, CEA y EGFR fueron significativamente más 
prevalentes, o incluso exclusivos de los tumores metastásicos. Esta diferencia de expresión 
proteica apoya un papel potencial para estas cuatro proteínas en el proceso metastásico del 
CCR. 
La literatura muestra que mediante técnicas de IHQ  la presencia de inestabilidad 
de microsatélites (MSI) causada por la pérdida de la actividad de reparación del 
desemparejamiento del ADN (MMR) está presente en el 15% de los tumores 
metastásicos370,371. En línea con estos y otros estudios371,372,373, y utilizando métodos 
similares, nuestros resultados detectaron la presencia de MSI en el 16% de los casos de 
CCR esporádicos estudiados, siendo significativamente mayor en el grupo de pacientes no 
metastásicos. Varios estudios han demostrado que la in stabilidad de los microsatélites en 
el CCR esporádico proporciona información pronóstica útil372, indicándonos que los 
pacientes con MSI muestran una SG más larga y una respuesta modificada a la 
quimioterapia convencional. En la actualidad es bien conocido que la MSI un marcador 
predictivo de resistencia a la quimioterapia adyuvante estándar basada en 5-FU374. Sin 
embargo, la información pronóstica que nos proporciona de los carcinomas con MSI es 
altamente discutible; varios estudios han demostrado que los carcinomas con MSI tienen 
un comportamiento clínico similar a los carcinomas con estabilidad de microsatélites 
(MSS), y el beneficio clínico se ha observado solo en los tumores en estadio II375. En este 
sentido, la ventaja pronóstica derivada de la MSI en el resto de estadios continua siendo 
172 
 
controvertida, aunque se han propuesto como posibles responsables del comportamiento 
clínico la infiltración linfocítica intensa, una mayor tasa de apoptosis y la aparición 
infrecuente de pérdidas alélicas o mutaciones en TP53, DCC, KRAS y BRAF376,377,378.  
El documento de consenso del Colegio Americano de Patólogos publicado en 
1999 ya indicó que el estadio TNM, la presencia de invasión tumoral venosa extramural y 
el nivel sérico preoperatorio de CEA son los factores pronósticos más importantes del 
CCRe69. Está bien establecido que el nivel sérico preoperatorio de CEA es un importante 
factor pronóstico69,379, niveles superiores a 5ng/ml se relacionan con un pronóstico 
adverso. De hecho, recientemente describimos la alta prevalencia de niveles séricos de 
CEA altos (≥7.5 ng / ml) en la gran mayoría de los pacientes con CCR con metástasis 
hepáticas sincrónicas296. De acuerdo con los hallazgos de estudios previos que utilizaron 
técnicas IHQ366, observamos una expresión de CEA significativamente mayor entre los 
pacientes con tumores metastásicos en comparación con los pacientes con tumores no 
metastásicos. El CEA está involucrado en la adhesión celular, protegiendo las células de 
anoikis (apoptosis inducida por la pérdida de anclaje de la célula a la matriz 
extracelular)380, lo que favorece el potencial metastásico de la célula. Además, el CEA se 
puede unir a las células de Kupffer381, modular la respuesta inflamatoria en el hígado y 
proteger las células tumorales de los radicales de oxígeno382. Por otra parte, estudios in 
vitro han demostrado resistencia de las células que expresan CEA a la lisis inducida por 
células asesinas activadas (células LAK)383. Estas funciones biológicas de CEA explicarían 
por qué los tumores con expresión más fuerte tienen mayor potencial metastásico.  
Además de encontrar asociación entre la expresión de CEA y el proceso 
metastásico, también identificamos una asociación entre la expresión de EGFR y el 
pronóstico de la enfermedad. Observamos que la expresión IHQ de EGFR es un factor 
pronóstico independiente de la enfermedad, de acuerdo con publicaciones previas en las 
que se ha analizado EGFR mediante técnicas de IHQ y que han mostrado una correlación 
entre la expresión de EGFR y la presencia de metástasis hepáticas en pacientes con 
CCR384,385. En la misma línea, nosotros también encontramos que los tumores con alta 
positividad para EGFR presentaban metástasis ganglionares y un estadio TNM avanzado 
en el momento del diagnóstico. Del mismo modo, Goos et al.386 publicó en una serie de 
323 pacientes con CCR metastásico, que aquellos que expresaban de manera intensa 
EGFR tuvieron un peor pronóstico. Otros estudios han encontrado una correlación entre la 
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expresión de EGFR y la progresión de la enfermedad385,387,388, la diseminación 
metastásica366,389,390 y un pronóstico adverso391. Además, Du P et al.390, sugirieron que 
EGFR juega un papel relevante en la angiogénesis de los tumores en estadios tempranos. 
Sin embargo, otros autores han mostrado resultados controvertidos al evaluar la expresión 
de EGFR mediante IHQ y su correlación con el pronóstico de la enfermedad. Así, Tsai et 
al.392 no encontraron diferencias en la expresión de EGFR entre tumores de diversos 
grados y estadios, o en la supervivencia, a pesar de nalizar una gran serie de pacientes (n 
= 150). Esto podría deberse a que los casos con positividad para EGFR se clasificaron en 
tres categorías (1+, 2+ y 3+), en lugar de clasificarse como positivos o negativos, como 
hemos presentamos en nuestro estudio.  
En nuestro trabajo también encontramos correlaciones significativas entre la 
expresión del gen EGFR por IHQ y la detectada mediante arrays de expresión de 
oligonucleótidos. Asimismo encontramos una asociación s gnificativa entre el número de 
copias de EGFR detectada por FISH y por arrays de SNPs. Este es el primer estudio en el 
que la expresión IHQ de EGFR se ha validado mediante tres técnicas moleculares en 
tumores metastásicos y no metastásicos. De acuerdo con tros estudios, se observó que los 
tumores con sobreexpresión de EGFR mostraron la amplificación del gen y/o una alta 
frecuencia de polisomías del cromosoma 7, especialmente entre los tumores colorrectales 
metastásicos389,393,394,395. En este sentido, otros estudios han puesto de manifiesto que 
pacientes con CCR diagnosticados como EGFR-positivo por FISH también responden al 
tratamiento con cetuximab en monoterapia394,395. De hecho, en cultivo se ha visto que la 
dosis de cetuximab que inhibe la proliferación en poblaciones de células de CCR 
metastásico con amplificación de EGFR, no es efectiva en poblaciones de células con un 
número normal de copias para el gen EGFR. Moroni M et al. encontraron que en ocho de 
nueve pacientes con respuestas objetivas a inhibidores de EGFR que pudieron ser 
evaluados por FISH mostraron ganancias para EGFR, lo que sugiere que la selección de 
casos para la terapia anti-EGFR puede basarse en el núm ro de copias del gen EGFR394. 
Nuestros hallazgos muestran que la amplificación géica, la regulación positiva de la 
transcripción, la estructura anormal del receptor secundaria a las alteraciones genéticas (p. 
ej., mutación y polimorfismo) o los niveles de miARN específicos podrían ser 
responsables de la sobreexpresión de EGFR y, por lo tant , factores predictivos del 
pronóstico de la enfermedad396,397. 
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También identificamos dos miARNs, miR-134 y miR-4328, como posibles 
reguladores de EGFR en tumores no metastásicos y metastásicos, respectivamente. 
Estudios anteriores han confirmado que ambos miARNs tienen funciones importantes en la 
progresión del CCR. Estos estudios resaltan la posibilidad de que, además de los 
inhibidores de la tirosina quinasa y los anticuerpos monoclonales clásicos para terapias 
dirigidas a EGFR, la terapia génica basada en estos miARNs podría ser eficaz en el  
silenciamiento de EGFR. Cabe señalar que el miARN-134 tiene funciones importantes en 
el cáncer, tales como la regulación de la proliferación celular398,399, la migración398, la 
invasión398 y su implicación en la transición epitelio-mesenquima400,401. Qin et al.402, 
utilizando una inyección intratumoral de miR-134, observaron una reducción en la 
expresión de EGFR en líneas celulares de carcinoma de pulmón no microcítico, lo que 
sugiere que el uso de miR-134 podría ser una potencial estrategia potencial en la terapia 
dirigida a EGFR. Sherien et al.403 demostraron que el miARN-134 es un potencial supresor 
tumoral y podría ser fundamental para el bloqueo de la tumorgénesis del CCR a través de 
su capacidad para regular de manera coordinada la cscada de señalización del EGFR al 
dirigirse de forma independiente a EGFR y PIK3CA.  
En nuestra serie encontramos que en los tumores metastásicos la sobreexpresión 
de EGFR fue más alta que en los tumores no metastásicos, probablemente como 
consecuencia de la amplificación génica o una alta frecuencia de polisomías del 
cromosoma 7. Curiosamente, las interacciones de las p rejas miARN-mARN 
(inversamente correlacionados) en la serie de pacientes metastásicos revelaron que el 
miARN-4328 es un posible regulador de la expresión de EGFR. Hay escasa información 
disponible sobre este miARN en pacientes con CCR. No obstante, el miARN-4238 ha sido 
descrito por otros autores como un regulador de EGFR en adenocarcinomas de pulmón con 
EGFR mutado404. Sin embargo, se necesitan estudios expresión génica adicionales y 
estudios funcionales, así como una comparación directa de tumores no metastásicos y 
metastásicos para confirmar nuestras observaciones y proporcionar una visión más 
profunda del papel del miARN-4328 en pacientes con CCR metastásico. 
En resumen, en el presente estudio, mostramos que la expresión de la proteína 
EGFR y el número de copias están estrechamente relacionados. La expresión de EGFR es 
un factor pronóstico independiente para la SG en pacientes con CCR. La expresión del gen 
EGFR podría estar regulada por mecanismos de amplificación o por una alta frecuencia de 
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polisomías del cromosoma 7 en tumores metastásicos, o por miARNs (miARN-134) en 
tumores no metastásicos. También mostramos que exprsión de EGFR en pacientes con 
CCR está intrínsecamente relacionada con un mayor potencial metastásico y un pronóstico 







En relación con la detección de mutaciones mediante NGS y su impacto 
pronóstico: 
1. La presencia de mutaciones en genes asociados a vía de señalización EGFR es 
un hallazgo frecuente en el CCR, siendo las mutaciones en KRAS, las anomalías genéticas 
más habituales; con menor frecuencia, se observa mut ciones a nivel del gen NRAS. Las 
mutaciones de KRAS se encontraron preferentemente en tumores localizados en el lado 
derecho, bien diferenciados y en ausencia de invasión linfovascular. 
2. Las mutaciones en BRAF (V600E) son más frecuentes en tumores pobremente 
diferenciados, presencia de carcinomatosis peritoneal e inestabilidad de microsatélites. La 
presencia de mutaciones en BRAF confiere mal pronóstico a los pacientes con CCR 
esporádico.  
3. El estado mutacional de BRAF, junto con el estadio TNM, permitiría la 
identificación, en el momento del diagnóstico, de un s bgrupo de pacientes con CCR 
(pacientes en estadio IV y pacientes en estadio III más mutación en BRAF) en los que, a 
pesar de conseguir la resección completa del tumor, presentarían un alto riesgo de 
recurrencia durante los primeros dos primeros años después del diagnóstico.  
 
En relación con los diferentes perfiles mutacionales d tectados en tumor primario, 
ganglios metastásicos y metástasis hepáticas: 
4. Existen diferencias en los perfiles mutacionales en tumores primarios, 
metástasis ganglionares y metástasis hepáticas.  
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5. La adquisición de mutaciones en genes implicados en la vía EGFR en 
metastásis (hepáticas y ganglionares) podría explicar por qué no todos los pacientes 
responden a tratamientos con inhibidores de EGFR. Creemos necesario el análisis 
mutacional en todas las muestras tumorales disponibles de los pacientes antes de decidir el 
tratamiento anti-EGFR.  
 
En relación con la expresión inmunohistoquímica del CCRe: 
6. La expresión de EGFR podría ayudar a diferenciar en el momento del 
diagnóstico a aquellos pacientes que presentan mayor riesgo de desarrollar procesos 
metastásicos. La expresión de EGFR es un factor de p onóstico adverso independiente para 
la SG de los pacientes con CCR.  
7. La expresión IHQ de EGFR está relacionada con el número de copias del gen y 
con las polisomías del cromosoma 7, así como con los iveles de mARN. 
8. Identificamos dos miARN (miARN-134 y miARN-4328) como posibles 
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